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PREMESSA 
In conseguenza del susseguirsi di varie emergenze sanitarie 
internazionali, l’Unione Europea è giunta alla determinazione politica 
di modificare sostanzialmente il sistema di gestione della sicurezza 
alimentare. Proprio la consapevolezza della difficoltà di incidere in 
modo sostanziale nella prevenzione di molte malattie alimentari, 
insieme alla maggiore attenzione all’ottimizzazione degli investimenti 
in campo socio-sanitario, hanno spinto verso la realizzazione di un 
nuovo sistema europeo di tutela della sicurezza e degli interessi del 
consumatore.  
A partire dal 2002, con l’emanazione di una serie di regolamenti, 
divenuti ormai famosi con in nome di “pacchetto igiene”, il nuovo 
assetto europeo ha preso forma, e con esso i nuovi strumenti di 
programmazione e razionalizzazione degli interventi, così come le 
basi oggettive di riferimento per la valutazione dei livelli di sicurezza 
(Regolamento (CE) n. 178/2002, Regolamento (CE) n. 852/2004, 
Regolamento (CE) n. 853/2004, Regolamento (CE) n. 882/2004, 
Regolamento (CE) n. 854/2004). 
Il controllo igienico viene dotato strutturalmente di un riferimento 
oggettivo, rappresentato dalla “valutazione del rischio”, rispetto al 
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quale devono essere declinati l’efficacia e l’appropriatezza del 
controllo. 
Nel nuovo contesto in cui sono gestite le garanzie igieniche sui 
prodotti alimentari, le produzioni alimentari tipiche e tradizionali 
vanno a rappresentare un settore produttivo particolarmente esposto 
alle difficoltà applicative dei nuovi strumenti. Se da una parte infatti, 
le nuove disposizioni enfatizzano l’obiettivo di salvaguardare le 
produzioni tradizionali, prevedendo l’adozione di speciali criteri di 
“semplificazione” in grado di consentire elevati livelli di sicurezza 
compatibilmente alla permanenza di pratiche tradizionali, dall’altra la 
stessa applicazione dei nuovi strumenti risulta sostanzialmente 
impedita dalla scarsissima disponibilità di dati scientifici sui prodotti e 
sui processi produttivi. 
E’ così molto sentita, tanto presso i produttori, quanto presso le 
autorità preposte e gli stessi consumatori, la necessità di dotare il 
controllo dei presupposti necessari a renderlo più efficace e allo stesso 
tempo più adeguato ai sistemi produttivi, particolarmente nel contesto 
degli alimenti tradizionali. 
Tenuto conto di questa premessa, abbiamo voluto sviluppare una 
ricerca con la finalità di acquisire dati scientifici sui fattori che 
compongono il rischio alimentare in uno dei prodotti tradizionali più 
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conosciuti della provincia di Pisa: il Pecorino del Parco di Migliarino 
San Rossore, Massaciuccoli. A questo scopo abbiamo coniugato la 
determinazione del profilo fisico-chimico funzionale allo sviluppo 
microbico, rilevato sul prodotto durante le fasi di produzione, con 
l’applicazione di modelli predittivi capaci di stimare la suscettibilità 
del substrato alla crescita e alla distruzione dei pericoli microbiologici. 
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PARTE GENERALE 
 
La Gestione della Sicurezza Microbiologica nel Pecorino 
del Parco Migliarino-San Rossore-Massaciuccoli. 
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 Capitolo 1 
 
IL FORMAGGIO PECORINO: 
GENERALITÀ E TECNICHE DI PRODUZIONE 
 
 
Il termine generico pecorino sta ad indicare qualsiasi formaggio 
prodotto con latte di pecora. Il pecorino è un formaggio tra i più 
diffusi e antichi. In Italia, esiste una grande varietà di pecorini, tutti 
caratteristici di particolari aree geografiche o di determinate razze 
ovine. Sono formaggi simili, e tuttavia la qualità si differenzia 
secondo il tipo di latte, delle tecniche di lavorazione, del caglio 
impiegato e dell'abilità del casaro. 
Sotto il profilo merceologico, possiamo individuare le seguenti 
categorie di pecorino così classificabili: 
classificazione in base alla stagionatura 
• Fresco 
• Semi-stagionato 
• Stagionato 
Classificazione in base alla consistenza della pasta 
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• Tenera 
• Semi-dura 
• Dura 
Nel panorama produttivo del settore lattiero caseario italiano, i 
formaggi di origine ovina rappresentano una realtà di capitale 
importanza. In termini di produzione casearia, all’Italia spetta il 
primato europeo (con oltre il 30% del totale prodotto) nella 
produzione dei formaggi ovini duri (Assolate, 1996; Anon., 1995).  
La tecnologia di produzione della maggioranza dei formaggi 
pecorini, a pasta dura, ancorché variabile da una zona all’altra e da un 
prodotto all’altro, si può generalmente configurare come quella di una 
pasta cotta, con spurgo per pressione.  
I capisaldi del processo (Kalantzopoulos G., 1993; Numez M. et al., 
1989; Barbosa M. et al. 1986; Vitagliano M., 1968;  Vizzardi M. et al., 
1991) sono dunque i seguenti :  
• Trattamento termico del latte; 
• coagulazione acido – presamica in caldaia 
• rottura della cagliata 
• cottura 
• inserimento della cagliata in forme 
• scottatura (eventuale) 
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• salagione, a secco o in salamoia delle forme; 
• stagionatura, in condizioni ambientali definite. 
Le diverse tipologie di formaggi pecorini conseguono all’applicazione 
di diverse modalità di produzione. Tuttavia, dobbiamo anche 
riconoscere come anche quando le tecnologie di fabbricazione di 
questi formaggi sono sostanzialmente simili, le diverse sfumature 
portano a prodotti fra loro anche molto differenti.  
Non potendo trattare la tecnologia di ogni singola tipologia di 
pecorino, mi limiterò a dare una breve descrizione di alcuni formaggi 
pecorini fra i principali, prodotti nel nostro paese. 
I pecorini italiani a denominazione d'origine protetta sono cinque: il 
Pecorino romano, il Pecorino sardo, il Fiore sardo, il Pecorino 
toscano, e il Pecorino siciliano. Sono pecorini prodotti secondo 
precisi disciplinari, che offrono garanzia di uniformità ed elevati 
standard di qualità. Le loro caratteristiche sono riportate di seguito. 
 
1.1 Pecorino Romano (DM 6 giugno 1995). 
Trattamento termico. Consiste nel riscaldare il latte, prima della 
caseificazione, a circa 63-67 °C, per periodi variabili di circa 30"/1-4 
minuti primi.  
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Coagulazione acido-presamica in caldaia. Si utilizza principalmente 
caglio di agnello in pasta. La coagulazione, nei caseifici tradizionali, 
che sono ancora la maggioranza, si ottiene alla temperatura di 36–39 
°C, nel tempo di 20–30 minuti.  
Rottura della cagliata. La rottura della cagliata con la ‹‹ chiova ›› o 
lo ‹‹ spino ››, riduce la cagliata in piccoli grumi delle dimensioni di un 
chicco di grano o una lenticchia, o in alcuni casi anche più piccoli. 
Cottura. Mantenendo in movimento rotatorio la massa, si sottopone il 
tutto ad una cottura a fuoco diretto per circa 10–15 minuti, spingendo 
la temperatura fino a 45–53 °C, in uno o due tempi (prima fase a 42–
45 °C, seconda fase più rapida a 45–53 °C). Quindi si lascia riposare 
la cagliata sul fondo della caldaia al fine di favorire la sedimentazione 
ed il rapprendimento in un unico aggregato. 
Inserimento della cagliata in forme. La massa caseosa viene tagliata 
in pezzi che vengono posti all’interno di particolari contenitori detti 
fascere; i pezzi, introdotti nelle fascere, si modellano in queste 
comprimendo con le mani la pasta onde sollecitare la fuoriuscita del 
siero. Per rendere più efficace questa operazione si effettuano, nella 
massa caseosa, delle foracchiature utilizzando un bastoncino (detto 
forino) onde creare canaletti per lo spurgo del siero che, altrimenti, 
non troverebbe via d’uscita rimanendo incorporato nella massa. 
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Terminata la fuoriuscita del siero, i fori vengono accuratamente 
chiusi, scaldando con siero caldo le mani dell’operatore e la pasta. 
Questa operazione, che può essere eseguita sia manualmente che 
meccanicamente, è detta frugatura. 
Salagione. Dopo alcuni giorni in fascera, le forme si liberano e si 
salano a secco, cospargendo le facce e lo scalzo con sale grosso. La 
salatura avviene in speciali locali, detti cantine di salatura o 
‹‹caciare››, freschi e ad alta umidità (> 90 %). L’operazione è difficile, 
delicata e segue uno schema complesso. Durante la salatura le forme 
vengono sottoposte alla ‹‹spillatura›› cioè punte con spilli di ottone 
(mai di ferro perché provocherebbero irrancidimento ossidativo del 
grasso), prima sulla base superiore ed il giorno successivo sull’altra, 
per creare canali attraverso cui il sale sciolto dall’umidità della pasta, 
ed il siero ancora residuo nella forma, possano, l’uno raggiungere 
l’interno, l’altro fuoriuscire. Normalmente 4 o 5 spillature alternate ad 
una passata di sale sulle due facce sono sufficienti. Il trattamento di 
salagione a secco si protrae poi, a seconda delle dimensioni delle 
forme, delle stagioni e delle scelte fatte dai caseifici, da 10 a 40 giorni. 
Stagionatura. Terminata la salatura, le forme vengono accatastate 
l’una sull’altra per un’altezza di tre o quattro forme, in grotte o 
magazzini freschi, per un periodo di invecchiamento della durata 
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minima di 6 – 8 mesi, durante il quale le forme vengono spazzolate e 
lavate con salamoia concentrata. Al termine della stagionatura le 
forme vengono cappate con olio di morchia o paraffinate per la 
spedizione.  
 
1.2 Pecorino Sardo (DPCM 4 novembre 1991) 
Trattamento termico. Consiste nel sottoporre il latte intero di pecora 
di razza sarda a 65 – 69 °C per 12 – 20 minuti.  
Coagulazione acido-presamica in caldaia. Viene utilizzato caglio di 
vitello liquido o in polvere. La coagulazione avviene a 37 – 38 °C per 
un tempo di 12 – 20 minuti e il rassodamento della cagliata avviene in 
15 – 25 minuti. 
Rottura della cagliata. La rottura della cagliata è a chicco di mais 
(pecorino sardo maturo) o nocciola (pecorino sardo dolce).  
Cottura. Subito dopo si sottopone la massa a cottura (39 – 43 °C per 
8 – 10 minuti). 
Inserimento della cagliata in forme. L’operazione prevede 
l’estrazione, la pressatura (pressione di 2 kg per ogni chilogrammo di 
formaggio, per 10-20 minuti) e la formatura della cagliata. Per 
facilitare lo spurgo del siero le forme vengono sottoposte ad una 
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stufatura forzata a 40 – 45 °C  per  2,5 – 5  h  in appositi locali con 
umidità relativa del 100 %. 
Salagione. La salatura delle forme avviene in salamoia satura per 48 h 
a una temperatura di 10 – 12 °C . 
Stagionatura. La stagionatura viene effettuata a 12 °C e U.R. 80 – 85 
%, per un tempo variabile da 1 a 12 mesi. Il periodo così ampio di 
stagionatura permette di distinguere due tipologie di formaggio: il 
pecorino sardo dolce e il pecorino sardo maturo. Il pecorino sardo 
dolce è caratterizzato da un periodo di maturazione che si compie tra i 
20 e i 60 giorni. 
 
1.3 Fiore Sardo (DPR 30 ottobre 1955, modificato dal DPR 
28 novembre 1974). 
Trattamento termico. La produzione del fiore sardo non prevede 
alcun trattamento termico (“a latte crudo”). 
Coagulazione acido-presamica in caldaia. Viene utilizzato caglio di 
capretto o di agnello. Il latte è riscaldato a fuoco diretto. Il tempo di 
presa è mediamente di circa 15-17 minuti, la cagliata è pronta per la 
rottura dopo 23-27 minuti (www.fioresardo.it). 
Rottura della cagliata. La cagliata viene rotta fino ad ottenere grani 
della dimensione di un chicco di riso (www.cibo360.it).  
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Cottura. In questo caso non possiamo parlare di cottura in quanto la 
cagliata viene fatta sostare per alcuni minuti in caldaia, resa 
nuovamente uniforme, tagliata e travasata in stampi troncoconici, 
dove viene pressata a mano, frugata e rivoltata.  
Salagione. La salatura è di tipo misto (in salamoia e a secco) e ha 
durata variabile a seconda delle dimensioni delle forme 
(www.agraria.org.). 
Stagionatura. La stagionatura, previa asciugatura per circa 24 – 48 
ore delle forme a temperature elevate (vicino al fuoco, o addirittura 
con affumicatura) avviene in fresche cantine (10°-15° C) che hanno 
sufficiente umidità (80-85% di umidità relativa) e buona aerazione per 
periodi variabili da 2 a 8 mesi .  
 
1.4 Pecorino Toscano (DM 10 luglio 1995). 
Trattamento termico. Consiste nel sottoporre il latte a temperature di 
65-70 °C per 20-40”. 
Coagulazione acido-presamica in caldaia. Viene aggiunto caglio di 
vitello liquido o in polvere. La tecnologia di produzione prevede che il 
latte deve essere coagulato ad una temperatura compresa tra i 35° e i 
38° onde ottenere la coagulazione del latte entro 20-25 minuti. 
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Rottura della cagliata. Il formaggio deve essere prodotto con una 
tecnologia caratteristica e nella lavorazione si provvede alla rottura 
della cagliata fino a che i grumi abbiano raggiunto le dimensioni di 
una nocciola per il formaggio a pasta tenera e di un chicco di 
granoturco per quello a pasta semidura.  
Cottura. Questa operazione è prevista solo per la produzione del 
pecorino a pasta semidura; in questo specifico caso  la cagliata può 
essere sottoposta a semicottura, a 40°-42°C per 10-15 minuti. 
Inserimento della cagliata in forme. Dopo la rottura e l'eventuale 
cottura la cagliata viene messa in apposite forme per lo sgrondo del 
siero. Lo spurgo o sineresi viene effettuato tramite pressatura manuale 
oppure con stufatura a vapore per un periodo variante da 30 a 150 
minuti. Il tempo di permanenza maggiore è riservato al formaggio a 
pasta semidura.  
Salagione. La salatura può essere effettuata in salamoia al 17-19% di 
cloruro di sodio oppure a secco con aggiunta diretta di sale. Il 
processo dura nel primo caso 1 giorno, nel secondo caso di 2 giorni. 
Stagionatura. La maturazione delle forme avviene a 8 – 10 °C e 80 – 
90 % di U.R. , per un periodo che va da 20 a 40 giorni per i tipi freschi 
e non inferiore a 4 mesi per i tipi stagionati. 
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1.5 Pecorino Siciliano (DPR 30 ottobre 1955, integrato dal 
DPR 3 agosto 1993). 
Trattamento termico. La produzione del pecorino siciliano non 
prevede alcun trattamento termico. 
Coagulazione acido-presamica in caldaia. Viene aggiunto caglio di 
capretto o agnello in pasta. Il latte viene coagulato a circa 37 – 39 °C; 
la coagulazione si completa in un tempo totale di 45 minuti. 
Rottura della cagliata. La cagliata viene rotta fino a che i singoli 
frammenti abbiano raggiunto le dimensioni di un pisello. 
Cottura. Terminata la rottura, e mantenendo la cagliata in agitazione, 
si procede all’aggiunta di acqua calda (70 – 80 °C ) in caldaia, in 
ragione di un decimo della massa, fino a far raggiungere alla massa la 
temperatura di 40 – 42 °C . Effettuata questa operazione, si placa il 
moto, e si lascia a riposo la cagliata per una decina di minuti sul fondo 
della caldaia. 
Inserimento della cagliata in forme. Estratta una parte del siero dalla 
caldaia, agendo sulla massa caseosa depositata sul fondo, si taglia 
questa in modo da formare pezzi di peso e dimensioni adatte a 
riempire i canestri in modo da formare dei coni di cagliata sopra il 
bordo superiore dei canestri. La cagliata nei canestri viene pressata 
con le mani, a due o più riprese, fino a che, per effetto della 
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diminuzione della massa dovuta allo sgrondo del siero, la parte 
cuneiforme non si è appiattita. A questo punto la pasta viene rivoltata 
e riposta nei canestri. 
Scottatura. La scottatura consiste nell’ immersione, per tempi 
variabili da 2 a 4 h, in siero caldo (85 °C) residuato dalla lavorazione 
della Ricotta effettuata nel caseificio. Materialmente, i canestri pieni 
di cagliata assestata vengono completamente immersi nel siero caldo 
per un tempo di circa 3 h , o fino a quando la temperatura del siero è 
scesa naturalmente a meno di 45 °C in modo da rendere possibile il 
recupero delle forme con le mani. 
Salagione. La salatura del Pecorino Siciliano  è praticata a secco o in 
salamoia, nel primo caso in 10 giorni ca., nel secondo per immersione 
in salamoie concentrate per alcuni giorni o ore a seconda del peso 
delle forme. 
Stagionatura. Il Pecorino Siciliano si stagiona in casere asciutte  (70–
80 % di U.R.)  e temperature medie di  12–16 °C   per 3–6 mesi. 
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Capitolo 2 
 
IL PECORINO DEL PARCO DI MIGLIARINO,  
SAN ROSSORE MASSACIUCCOLI 
 
2.1 La produzione del latte 
La zootecnia presente nel Parco Regionale di Migliarino San Rossore 
Massaciuccoli costituisce una realtà economica importante all’interno 
del comparto agricolo. L’allevamento del bestiame comporta, infatti, 
la coltivazione di specie foraggere, caratterizzate da ridotte esigenze di 
input chimici e meccanici, e consente, attraverso l’interramento dei 
residui colturali e la produzione del letame, la conservazione di un 
adeguato tasso di humus nel terreno. L’attività zootecnica, inoltre, 
specialmente se praticata allo stato brado o semibrado come quella 
ovina, costituisce un importante elemento estetico del paesaggio, 
contribuendo al mantenimento di un sufficiente grado di biodiversità 
fra le colture praticate. In particolare l’allevamento ovino è presente in 
20 aziende, per un totale di circa 2700 capi, in grado di fornire una 
produzione lattea annua pari a circa 450.000 litri (Gorreri L., Silvestri 
N., 2001).  
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Area di produzione. L’area di produzione del pecorino del parco di 
Migliarino-San Rossore è circoscritta ai comuni di Migliarino, San 
Rossore Massaciuccoli, e alle  province di Livorno, Lucca e Pisa.  
Razza ovina impiegata. Gli ovini adibiti alla produzione del latte 
sono prevalentemente di razza massese. 
Alimentazione. Gli animali vengono alimentati principalmente con 
foraggi e mangimi provenienti da coltivazioni effettuate all’interno del 
comprensorio del Parco.  
Mungitura e raccolta del latte. Gli animali vengono munti 2 volte al 
giorno e controllati sotto ogni profilo, sia igienico-sanitario che 
alimentare. Il latte raccolto deve essere stoccato in appositi impianti 
refrigerati.  
 
 
2.2 Il prodotto e le modalità di produzione 
E’ un formaggio dolce a pasta tenera o semidura, ricavato 
esclusivamente da latte di pecora intero. Le forme devono essere 
cilindriche a facce piane con scalzo leggermente convesso; le 
dimensioni sono di 15–22 cm di diametro, con scalzo di 7–11cm; il 
peso è variabile da 1 a 3 Kg. La crosta deve essere di colore giallo; la 
pasta deve presentare una struttura compatta e tenace per il tipo semi–
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duro, mentre deve essere morbida per il tipo a pasta tenera; 
l’occhiatura è in entrambi i casi irregolare. Il sapore deve essere 
fragrante, accentuato, caratteristico delle particolari procedure di 
produzione; la sostanza secca del prodotto stagionato deve avere un 
tenore in grassi non inferiore al 40%. Sulle forme deve essere apposto 
al momento dell’ingresso in commercio lo specifico contrassegno che 
lo identifica come prodotto di particolare qualità e/o provenienza. 
Il processo di produzione prevede lo svolgimento delle fasi che 
seguono. 
Trattamento termico. Il latte viene prima riscaldato a 35–38°C, 
centrifugato a 7.000 giri/minuto per eliminare le piccole impurità, ed 
eventualmente pastorizzato. 
Aggiunta del caglio. Viene aggiunto caglio di vitello e fermenti lattici 
naturali e autoctoni.  
Rottura, cottura e inserimento della cagliata in forme. Dopo esser 
stata rotta, la cagliata viene scaldata a vapore fino alla temperatura di 
35°C e versata in forme di plastica dove rimane per 2 giorni su 
supporti di legno. 
 21
 
 
Salagione. La salatura può essere effettuata in salamoia al 17–19 %, 
oppure con aggiunta diretta di sale; è previsto in alcuni casi il 
trattamento esterno con preparati antimuffa di origine naturale.  
Stagionatura. Per la stagionatura il formaggio viene posto su assi di 
legno all’interno di celle con temperatura di 8–10°C e umidità 
dell’80–90 %. La stagionatura si protrae per un periodo non inferiore 
ai 20 giorni, per il tipo a pasta tenera, e non inferiore a 4 mesi per 
quello a pasta semi–dura.  
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Capitolo 3 
ELEMENTI DI ECOLOGIA MICROBICA 
 
3.1 I fattori che condizionano lo sviluppo dei 
microrganismi 
Il profilo microbiologico evolve in relazione ai fattori che influenzano 
lo sviluppo dei microrganismi. I parametri che condizionano la vita 
dei microorganismi sono stati classificati da Mossel ed Ingram nel 
1955 nelle seguenti categorie: 
1) fattori intrinseci cioè relativi al substrato: 
- nutrimenti presenti; 
- acidità o pH; 
- potenziale redox; 
- aw; 
- presenza di strutture o sostanze antimicrobiche; 
2) fattori estrinseci cioè relativi all'ambiente: 
- umidità relativa; 
- temperatura; 
- atmosfera gassosa; 
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3) fattori impliciti cioè relativi ai microorganismi: 
- velocità di crescita; 
- sinergismo batterico; 
- antagonismo batterico; 
- commensalismo; 
4) fattori tecnologici:  
- lavaggio; 
- affettatura; 
- confezionamento; 
- irraggiamento; 
- trattamenti termici, salagione, affumicatura, ecc.; 
 
3.2 La teoria degli ostacoli 
I fattori sopra indicati sono in grado di creare condizioni che 
favoriscono od ostacolano lo sviluppo microbico. Esemplificando, un 
microrganismo che in condizioni ottimali di sviluppo presenta un 
tempo di duplicazione (G) di 20', raggiunge valori di 107 in circa 8 
ore, mentre modificando queste condizioni (per es. abbassando la 
temperatura o l'aw verso i valori più avversi al microrganismo) può 
passare ad un tempo di duplicazione di 10 ore, e così facendo saranno 
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necessarie 216 ore (9 giorni) perché vengano raggiunti valori di 107-
108. Questo esempio mette chiaramente in evidenza come giocando su 
questi fattori sia possibile determinare il rallentamento della 
proliferazione, la stasi o regressione dei microrganismi, in modo da 
ottenere risultati utili ai fini della conservabilità e della sicurezza del 
prodotto alimentare. 
Tale comportamento trova comprensione nella cosiddetta “teoria degli 
hurdles”, o “teoria degli ostacoli” (D'Ascenzi Carlo, 2004). Tale 
teoria si basa sulla supposizione che i microrganismi nella loro corsa 
per la sopravvivenza incontrino degli ostacoli, di diverso numero ed 
altezza a seconda delle condizioni intrinseche ed estrinseche, che 
dovranno superare, pena la loro stessa esistenza (D'Ascenzi Carlo, 
2004). 
Il modello teorico di riferimento è ben rappresentato nella Fig. 1.  
Ipotesi 1. Il disegno rappresenta la situazione in cui una certa 
popolazione microbica si trova a superare alcuni ostacoli, fra i quali, 
malgrado l’aw eserciti un effetto rilevante, e la bassa temperatura (t), il 
pH e il potenziale redox (Eh) contribuiscano in modo marginale, è la 
presenza di una sostanza conservante che risulta determinante 
nell’interrompere la corsa. 
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Ipotesi 2. Nella stessa situazione precedente, la ridotta carica 
microbica contaminante iniziale riduce le opportunità del 
microrganismo, rendendo sufficienti due ostacoli per ottenere la 
stabilità microbiologica. 
Fig. 1: Rappresentazione della teoria degli ostacoli. 
 
Ipotesi 3. In condizioni di alta carica microbica contaminante tutti gli 
ostacoli frapposti sono superati. 
Ipotesi 4. In questo disegno sono rappresentati gli effetti che gli 
ostacoli esercitano quando coesistono in uno stesso contesto: gli 
ostacoli si presentano con un’altezza (intensità) che non deriva solo 
dall’effetto che ciascun fattore esercita autonomamente sul 
microrganismo, ma anche dal potenziamento ricevuto per via additiva 
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o sinergica dalla contemporanea presenza degli altri ostacoli 
(D'Ascenzi Carlo, 2004). 
La teoria degli ostacoli è stata applicata tecnologicamente nella 
gestione della conservazione e della sicurezza di vari prodotti 
alimentari. Attraverso tale approccio tecnologico si è potuto realizzare 
prodotti non sottoposti a drastici trattamenti di risanamento, ma 
protetti da più fattori, tutti esercitanti autonomamente un’intensità 
relativamente ridotta, ma capaci di fornire insieme un effetto risultante 
sufficiente a stabilizzarli. (www.agraria.unina.it).  
3.3 Fattori ecologici nei prodotti lattiero-caseari 
I fattori più rilevanti che condizionano il profilo microbiologico del 
latte e dei prodotti derivati lungo il processo di produzione sono 
rappresentati da: 
• acidificazione; 
• competizione batterica; 
• disidratazione; 
• temperatura (Mucchetti G. e Neviani E., 2006). 
Acidificazione. Le fermentazioni operate dalle flore microbiche 
presenti nel latte sono, in condizioni normali, condotte 
prevalentemente dalle flore lattiche. I batteri lattici, in particolare, 
sono quindi protagonisti delle più significative modificazioni associate 
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alla produzione di latti fermentati, formaggi e burro. Essi sono in 
grado di fermentare il lattosio con conseguente produzione di acido 
lattico e altri composti. Questa caratteristica ci permette di dividerli in: 
omolattici (omofermentanti) e eterolattici (eterofermentanti). Gli 
omolattici producono solo acido lattico e anidride carbonica, mentre 
gli eterolattici producono il 60-70% di acido lattico, associato a 
composti secondari, tra cui piccole quantità di acido acetico, etanolo, 
mannitolo ecc. La produzione di acido lattico porta ad un aumento 
della concentrazione idrogenionica del substrato con conseguente 
selezione della flora microbica presente. Poiché i microrganismi 
alteranti sviluppano meglio in ambiente neutro od alcalino, ne deriva 
che gli ambienti acidi sono favorevoli alla conservazione degli 
alimenti. Generalmente infatti le curve che descrivono lo sviluppo 
microbico divengono sempre più piatte man mano che il pH si sposta 
dai valori ottimali, con un allungamento della fase lag, una riduzione 
di pendenza della curva in fase log, una riduzione di lunghezza della 
fase stazionaria, ed infine un aumento di pendenza della curva in fase 
di morte accelerata. A valori di pH molto bassi si osserva 
immediatamente un andamento di regressione (Tiecco G, 2001).  
Sul piano tecnologico, l’acidificazione ha un ruolo differenziabile a 
seconda della fase in cui ci troviamo. In fase di “cagliata” 
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l’acidificazione rappresenta un passo molto importante, in quanto 
l’acidità del mezzo permette la coagulazione della caseina. L'aumento 
di acidità, diminuendo l'idratazione delle micelle di caseina e 
demineralizzandole progressivamente, incrementa la permeabilità 
della cagliata e in tal modo agevola lo sgrondo o spurgo del siero 
(Mucchetti G. e Neviani E., 2006). Successivamente, quando la 
cagliata è stata già posizionata nelle fascere, si ha il completamento 
dell'acidificazione con lo spurgo del siero residuo. Questo periodo può 
protrarsi da qualche ora a due giorni. In gran parte dei formaggi 
l'acidificazione della cagliata e lo spurgo del siero sono due fenomeni 
concomitanti, che procedono parallelamente per un certo tempo. 
Generalmente nel caso dei formaggi duri lo sgrondo del siero termina 
prima della fine del processo di acidificazione, mentre, per i formaggi 
molli, ove la quantità relativa di siero da spurgare è maggiore, può 
anche accadere che la fine dello spurgo del siero comporti tempi 
superiori a quelli necessari al raggiungimento della massima acidità. 
Nel corso delle fasi di maturazione e stagionatura, l’acidità del 
formaggio subisce una riduzione, per effetto della produzione di 
composti azotati basici. 
Competizione batterica. Il latte e i suoi derivati sono eccellenti 
substrati, in quanto supportano la crescita di un ampio numero di 
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generi e specie di batteri lattici (Mucchetti G. e Neviani E., 2006). 
Negli ultimi venti anni numerose ricerche hanno permesso di 
evidenziare la presenza di ceppi di batteri lattici in grado di produrre 
differenti classi di sostanze di natura proteica, definite batteriocine, 
idonee a inibire batteri della stessa o di altre specie. La capacità dei 
microrganismi di colonizzare un substrato risulta fortemente 
condizionata dalle sue interazioni con gli altri microrganismi presenti 
nell'ecosistema; in questo senso, l'attitudine a produrre batteriocine 
diventa un vantaggio competitivo per il ceppo produttore. Se tale 
attività si traduce nell'inibizione di microrganismi utili al processo 
fermentativo, assume connotati negativi dal punto di vista 
tecnologico; alternativamente, se l'effetto inibitorio si esplica nei 
confronti dello sviluppo della microflora alterativa o dannosa, sono 
evidenti i vantaggi per la trasformazione. In quest' ultimo caso, 
compito della tecnologia è porre in essere, compatibilmente con il 
processo di produzione, tutte le azioni atte a esaltarne l'azione 
(Mucchetti G., e Neviani E., 2006).  
Una particolare classe di batteriocine è rappresentata dagli antibiotici. 
Si tratta di una classe di peptidi, i più noti dei quali rimangono le 
nisine, che contengono nella sequenza amminoacidica zone chiuse ad 
anello e che manifestano la loro attività antimicrobica agendo a livello 
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di inibizione della sintesi della parete batterica o di disorganizzazione 
della membrana cellulare (Mucchetti G. e Neviani E., 2006).  
Oltre all'acido lattico e alle batteriocine, alcune specie di batteri lattici 
sono in grado di produrre altre sostanze minori che esplicano azioni 
inibenti lo sviluppo di altri microrganismi tra queste, in particolare, è 
da ricordare l'acqua ossigenata, la cui produzione è caratteristica di 
differenti specie di batteri lattici, soprattutto di lattobacilli. L'azione 
inibitoria può essere diretta o associata all'attivazione del sistema 
tiocianato-lattoperossidasi del latte (Mayra-Makinen, Bigret, 1993; 
Piard, De-smazeaud, 1991).  
Inoltre, tutti gli acidi deboli, prodotti come metaboliti secondari dai 
batteri lattici, in ambiente acido possono esplicare parziali attività 
inibitorie in quanto in grado di modificare il pH del citoplasma. Nella 
loro forma indissociata, gli acidi organici sono in grado di penetrare la 
membrana citoplasmatica e, quindi, nel citoplasma, dove trovano un 
pH superiore a quello esterno alla cellula, si dissociano e liberano 
idrogenioni. Gli acidi organici liberi possono esercitare un effetto 
inibente o battericida a seconda della loro concentrazione, del pH del 
mezzo e della sensibilità dei diversi microrganismi. 
Lo sviluppo dei batteri lattici induce, inoltre, una diminuzione del 
potenziale di ossidori-duzione del latte, che da positivo può diventare 
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anche fortemente negativo. La modificazione del potenziale di 
ossidoriduzione del mezzo, che costituisce un importante fattore 
inibitorio nei confronti anche di diversi altri gruppi di microrganismi 
anaerobi o anaerobi facoltativi, è correlata al fabbisogno di ossigeno; i 
microrganismi aerobi necessitano di potenziali di ossidoriduzione 
positivi, mentre gli anaerobi di potenziali di ossidoriduzione negativi. 
Tale fenomeno comporta il contenimento dello sviluppo di tutti i 
batteri aerobi, mentre non ha effetto nei confronti dei batteri anaerobi 
o addirittura li favorisce. 
Disidratazione. L’acqua dà luogo a diverse forme di interazione 
secondo la composizione e la struttura delle molecole con le quali si 
lega. Nei composti organici complessi, come il formaggio, l’acqua si 
trova in più stati: 1) acqua legata chimicamente a terminali idrofili di 
alcune molecole (10% ca. legata alla caseina); 2) acqua legata con 
legami polari o ionici ad altre molecole; 3) acqua allo stato libero, 
come acqua di imbibizione o intrappolata nel reticolo caseinico 
(Salvadori del Prato O., 2001). Sia per le reazioni fisiche, sia 
biochimiche di un prodotto, l’unica acqua che veramente interessa è 
l’acqua libera. Attraverso un’accurata misurazione del valore di 
attività dell’acqua libera (aw) è possibile garantire in modo attendibile 
la qualità dei prodotti alimentari; infatti il valore aw influenza una serie 
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di fattori: lo sviluppo microbico, le caratteristiche organolettiche 
dell’alimento, la conservabilità del prodotto. Il controllo del parametro 
relativo all’attività dell’acqua libera consente inoltre di escludere a 
priori la possibilità di sviluppo dei microrganismi patogeni o 
potenzialmente patogeni. Batteri, muffe e lieviti si sviluppano entro 
diversi range di valori di aw. La maggior parte dei batteri si sviluppa 
quando i valori aw di attività dell’acqua libera sono compresi tra 0,91 e 
0,95. La disponibilità dell’acqua per un microrganismo è infatti vitale 
per la sua vita e riproduzione.  
La disponibilità di acqua non dipende però dal contenuto totale od 
assoluto, ma dal modo in cui essa viene assorbita e legata a 
componenti ambientali insolubili o da quanto sia associata 
chimicamente con i soluti presenti (www.laboratorio-pbi.com).  
Fin dalle fasi di spurgo del siero, si verifica una riduzione dell’acqua 
libera. Tuttavia, è soprattutto nelle fasi di salatura, maturazione e 
stagionatura che il contenuto idrico diminuisce lentamente, per 
evaporazione e per osmosi. A seconda del tipo di formaggio, la perdita 
di acqua va dal 25 al 60% della quota iniziale, ed è maggiore per 
quelli a lunga stagionatura e a pasta dura.  
I principali fattori che concorrono a determinare la perdita di umidità, 
oltre a temperatura e umidità relativa delle celle, sono la durata della 
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stagionatura, il tenore in umidità iniziale del formaggio e le sue 
dimensioni e forma, vale a dire il rapporto tra superficie e volume. Il 
calo-peso in stagionatura (peso finale – peso del formaggio fuori sale) 
evidenzia ampi limiti di oscillazione sia tra tipologie diverse, sia 
nell’ambito della stessa varietà. 
Temperatura (Riscaldamento/cottura/stufatura). La temperatura è 
senza dubbio il fattore più utilizzato nell’industria alimentare per 
controllare lo sviluppo dei microrganismi nei nostri alimenti. Durante 
la caseificazione, il trattamento termico ha lo scopo di : regolare il 
grado di acidificazione, le dimensioni della cagliata, inibire e/o 
ritardare lo sviluppo microbico, uccidere tutti o solo parte dei 
microrganismi presenti nell’alimento. I microrganismi possono 
svilupparsi entro un ambito di temperatura molto ampio che va da -18 
a +90°C. Non tutte le specie, però, si sviluppano entro questo ambito 
di temperatura. Per ciascuna specie, infatti, possiamo stabilire una 
temperatura minima, una ottimale ed una massima di crescita. Quando 
i valori della temperatura scendono al di sotto di quelli minimi o 
salgono al di sopra di quelli massimi, i microrganismi cessano di 
riprodursi e quindi, allontanandosi ancora da questi valori, si osserva 
una certa mortalità, particolarmente evidente alle temperature 
superiori a quella massima. Riportando graficamente in ascissa il 
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tempo di duplicazione e in ordinata la temperatura d’incubazione per i 
vari microrganismi si ottiene una curva che cambia rapidamente non 
appena si supera la temperatura ottimale di sviluppo, e più lentamente, 
invece, quando questa temperatura scende rispetto all’ottimale. In altri 
termini, mentre alle basse temperature prevale il rallentamento dello 
sviluppo microbico e la mortalità è modesta, alle temperature superiori 
a quella ottimale il fenomeno più evidente è sempre la morte del 
germe (Tiecco G., 2001).  
Il trattamento termico viene anche impiegato per modulare le 
fermentazioni batteriche.  
A prescindere dagli effetti batteriologici, il calore favorisce anche la 
sineresi e lo spurgo. In base al tipo di formaggio che si intende 
produrre, il calore può essere erogato in diversi modi:  
• solo tramite vapore immesso nella vasca o nel suo rivestimento 
esterno;  
• tramite vapore immesso nel rivestimento esterno della vasca e 
l'aggiunta di acqua calda al miscuglio cagliata/siero;  
• solo tramite l'aggiunta di acqua calda al miscuglio cagliata/siero.  
Il grado di temperatura ed il tempo del trattamento termico variano in 
base al metodo di riscaldamento impiegato ed al tipo di formaggio che 
si intende produrre. Il riscaldamento eseguito ad una temperatura 
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superiore ai 40°C (a volte denominato anche con il termine di cottura) 
si svolge normalmente in due fasi generalmente denominate prima e 
seconda cottura. La prima cottura consiste nel portare la temperatura 
intorno ai 37-38 °C. Raggiunte queste temperature, alle quali l'attività 
dei batteri lattici mesofili viene ritardata, si interrompe il 
riscaldamento per poter controllare il livello di acidità. Dopo di ciò, il 
riscaldamento continua fino al raggiungimento della temperatura 
desiderata. La seconda fase o cottura consiste nel portare la 
temperatura sopra i 44°C per inattivare completamente i batteri 
mesofili; se la temperatura viene mantenuta intorno ai 52°C per 10-20 
minuti, questi batteri vengono uccisi.  Il riscaldamento oltre i 44°C è 
chiamato anche scottatura (www.food-info.net). L’alta temperatura, 
così come esalta lo spurgo della cagliata, contribuisce anche a 
chiudere la pasta e, aiutata dai rivoltamenti, a favorire la formazione 
iniziale della crosta, oltre naturalmente a favorire una relativamente 
rapida e graduale acidificazione; l’umidità contribuisce a mantenere 
morbida la superficie (evitando la formazione eccessiva di crosta), 
regola i cali di peso e impedisce la screpolatura della superficie 
(Salvadori del Prato O., 2001).  
La cinetica con cui i microrganismi vanno a morte è caratterizzata da 
un andamento che a condizioni costanti nel tempo, comporta la morte 
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della stessa percentuale di microrganismi per ogni intervallo di tempo 
unitario. 
La temperatura richiesta per uccidere i vari microrganismi non risulta 
uguale per tutte le specie microbiche ma varia da specie a specie 
come pure dallo stato fisiologico in cui viene a trovarsi il germe al 
momento del trattamento. La resistenza termica dei microrganismi 
viene espressa con i valori D e Z.  
Il valore D è definito come tempo di riduzione decimale o tempo 
necessario per determinare la morte del 90% dei microrganismi 
presenti in una determinata sospensione quando sono esposti ad una 
determinata temperatura. Questo valore sta ad indicare che nella 
cinetica di inattivazione esiste sempre una frazione di sopravvissuti. 
Il valore z è definito come la variazione di temperatura necessaria per 
indurre una variazione di un decimale nel D. 
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Tab. n. 1 
Valori di D e z per alcuni pericoli microbiologici 
MICRORGANISMO D z 
Staphylococcus aureus a 60,0 °C = 5,2-7,8' 5,4 4,8°C 
Mycobacterium bovis a 64°C = 0,3' 5°C 
Salmonella a 70,0° C = 0,027 – 0,017’ 4,4 - 5,6°C 
Escherichia coli a 62°C  = 7 4,5°C 
Yersinia a 62,8° C = 0,24 – 0,96’ 5,1 – 5,8°C 
Campylobacter a 58,3° C = 12 – 21’ 6,0 - 6,4°C 
Bacillus cereus forma vegetativa a 60,0° C = 1 forma sporulata a 100° C = 2,7 – 3,1’ 
6,9°C 
6,1°C 
Listeria monocytogenes a 71°C = 0,015 6,3°C 
 
Nell’ambito opposto, la crescita dei microrganismi viene misurata 
con il tempo medio di generazione (G). La maggior parte dei 
microrganismi di interesse alimentare si riproduce per scissione 
binaria. Una cellula diventa due cellule in un intervallo di tempo che 
si chiama tempo medio di generazione o tempo medio di duplicazione 
(G). Se l’intervallo medio di generazione è costante le cellule si 
moltiplicano con progressione geometrica. Nella fase esponenziale di 
crescita, la rappresentazione dell’andamento nel tempo della 
proliferazione, esprimendo in logaritmo base 10 il numero dei 
microrganismi o la biomassa (o di un suo componente) descrive una 
linea retta, dalla cui pendenza è possibile calcolare la velocità 
specifica di crescita. Da quest’ultima con semplici calcoli è possibile 
ottenere il tempo medio di generazione. 
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CAPITOLO 4 
 
LA SICUREZZA MICROBIOLOGICA DEI PECORINI 
 
4.1: I pericoli microbiologici 
La sicurezza del formaggio è la risultante delle garanzie offerte dalla 
materia prima e dal processo di trasformazione e 
commercializzazione. 
Relativamente alla materia prima, l'epidemiologia ha ormai dimostrato 
che il latte può rappresentare, con relativa frequenza, un veicolo di 
contagio per molte malattie alimentari. Le garanzie di sicurezza 
derivano sostanzialmente da quattro componenti:  1) la salute degli 
animali; 2) la qualità del cibo somministrato al bestiame; 3) l’igiene e 
l’appropriatezza della stabulazione; 4) le condizioni di mungitura.  
L’errata gestione di questi fattori può determinare la contaminazione 
del latte da parte di pericoli biologici, chimici e fisici.  
Per quanto riguarda i pericoli biologici possiamo dire che i 
microrganismi del latte crudo provengono dalla mammella, 
dall’ambiente, dall’attrezzatura di mungitura e dal personale (Varman 
e Sutherland, 1994; van Haddeghem e Vlaemynck, 1992). Tali agenti 
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possono essere rappresentati da microrganismi capaci di provocare 
patologie anche sugli animali, come avviene con alcuni batteri 
responsabili di mastiti cliniche e sub cliniche. Lo Staphylococcus 
aureus, per esempio, è uno dei pericoli alimentari veicolati dal latte, 
che rappresenta anche il più comune patogeno in grado di provocare 
sia mastiti cliniche che sub cliniche (Booth, 1995). Altri pericoli 
alimentari in grado di provocare mastiti negli animali sono 
Mycobacterium, Brucella melitensis o abortus, Salmonella 
tiphymurium, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Bacillus 
cereus, Escherichia coli (ceppi enteropatogeni) e Yersinia 
enterocolitica (Booth, 1995). Questi microrganismi possono essere 
trasferiti dal latte al prodotto finale, causando intossicazioni alimentari 
(Mantis, 1985; Skovgaard, 1990; Teuber, 1992). 
Ai pericoli sopra menzionati dobbiamo aggiungere quelli che vanno a 
contaminare il latte successivamente alla mungitura. È intuitivo che le 
misure di prevenzione da adottare contro quest’ultimi, caratterizzati da 
specifiche modalità di contaminazione, possano essere diverse.  
La contaminazione secondaria del latte da parte di pericoli biologici 
comprende sia gli stessi microrganismi che possono contaminare il 
latte anche per via primaria, sia altri che, non essendo patogeni per gli 
animali, possono giungere nel latte solo attraverso gli ambienti con i 
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quali il latte va a contatto dal momento della mungitura in poi. Si 
tratta di inquinamenti che si verificano quasi sempre ad opera degli 
operatori, talvolta semplici veicoli passivi, oppure loro stessi infetti, 
portatori sani o malati. In quest’ultimo caso, le malattie più spesso in 
causa sono: infezioni tifo-paratifiche, dissenteria, colera, difterite, 
poliomielite e gastroenteriti dell'infanzia (Checcacci L. et alii, 1990). 
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4.2 I pericoli alimentari veicolati da formaggi pecorini 
 
4.2.1 Staphylococcus aureus. 
• Forma sferica Gram positivo appartenente alla famiglia delle 
Micrococcaceae  
• Aerobio-anaerobio facoltativo 
• Immobile, asporigeno, catalasi positivo  
• Temp. min. 7°C  
• Temp. ott. 37°C  
• Temp. max. 48°C  
• pH min. 4.0 
• pH ott. 6.0-7.0 
• pH max. 10 
• aw min 0.83 (0.9) 
• aw ott.  0.98 
• aw max. >0.99 
• D60,0 °C = 5,2-7,8; z: 5,4-4,8 
La patologia alimentare è conseguente all’ingestione di tossina 
preformata nell’alimento. 
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Tossine stafilococciche. Attualmente si conoscono 7 enterotossine 
stafilococciche chimicamente e sierologicamente differenziabili, le 
quali vengono denominate con le lettere dell'alfabeto (A, B, C1, C2, 
C3, D, E). La tossina è una proteina del peso molecolare di 30.000 
dotata di modesto potere antigene. L'ordine di frequenza con cui 
queste enterotossine si rinvengono nei fenomeni tossinfettivi vede al 
primo posto l'enterotossina A seguita dalla D, quindi dalla C e B ed 
infine dal tipo E, la quale è solo raramente responsabile di fatti 
tossinfettivi (Munson e coll., 1998) hanno messo in evidenza altre due 
enterotossine (G e I) prodotte da Staphylococcus aureus. 
Valori di D e Z necessari per rendere inattiva la tossina stafilococcica  
D98,9 °C = 2 ore; z : circa 27,8°C  
Meccanismi patogenetici. Le enterotossine determinano un processo 
infiammatorio a livello delle mucose gastriche ed intestinali delle 
vittime. Per quanto riguarda il meccanismo è stato dimostrato nella 
scimmia che il punto di azione emetica è localizzato a livello dei 
visceri addominali e che lo stimolo giunge, attraverso i nervi 
simpatico e vago, al centro nervoso centrale del vomito; infatti la 
vagotomia e la simpaticotomia sopprimono l'azione emetica 
dell'enterotossina. Un secondo luogo d'azione sarebbe localizzata, 
anche se ancora sussistono dubbi, a livello del pavimento del quarto 
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ventricolo. Non è noto il sito di attacco dell'enterotossina a livello 
dell'intestino, ma è noto che essa viene rapidamente assorbita ed 
eliminata per via renale. Non è noto neppure il meccanismo attraverso 
cui l'enterotossina provoca la diarrea, anche se è noto che questo 
meccanismo è diverso da quello delle varie tossine diarroiche prodotte 
da altri agenti delle tossinfezioni alimentari. 
La patologia alimentare. Il primo episodio di tossinfezione 
stafilococcica causata da consumo di latte è stato segnalato nel lontano 
1914 nelle Filippine. Fu attribuito proprio a latte prodotto da un 
animale affetto da mastite stafilococcica.  
La tossinfezione stafilococcica è una sindrome acuta, caratterizzata da 
disturbi prevalentemente a carico del sistema gastroenterico, dovuta 
alla specifica azione patogena delle enterotossine. Proprio per questo 
motivo dovremmo più correttamente parlare di intossicazione 
alimentare. La sintomatologia della tossinfezione da stafilococco è 
caratterizzata da alcuni elementi fondamentali che ben 
contraddistinguono la sindrome stessa. Innanzitutto la brevità 
dell'incubazione, che si aggira normalmente sulle due o tre ore e che 
comunque può verificarsi in limiti non inferiori ad un'ora e non 
superiori alle sei ore. I sintomi gastrici (conati prima e vomito poi) e 
addominali (dolori e diarrea) assumono, in genere, un quadro 
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imponente cui possono associarsi gravi disturbi a carico dell'apparato 
circolatorio con caduta di pressione e prostrazione generale. II 
decorso, nonostante il suo aspetto in qualche caso allarmante, è in 
genere breve (uno o due giorni) e la prognosi favorevole, essendo 
rarissimi i casi mortali (Checcacci L. et alii, 1990). 
Esposizione. I cibi che con maggior frequenza possono rendersi 
responsabili di intossicazione stafilococcica sono soprattutto quelli 
ricchi di nutrienti (zuccheri, proteine, ecc.) e sottoposti a 
manipolazioni da parte dell’uomo: prodotti di pasticceria (specie se 
ripieni di crema pasticcera), paste farcite, gelati, latte non pastorizzato 
ed esposto ad abusi termici, prodotti lattiero caseari da latte crudo o 
ricontaminati dopo il trattamento termico (ricotta, ecc.). In una recente 
indagine (2004) volta a valutare la presenza di stafilococchi 
potenzialmente enterotossici negli alimenti commercializzati in Italia, 
è emerso che tra i campioni esaminati, il latte crudo era contaminato 
nel 38,4% dei casi, la ricotta nel 24,2%, le preparazioni a base di carne 
nel 48,1%, la carne macinata nel 31,2% ed il prosciutto nel 11,5% 
(www.sicurezzadeglialimenti.it). Si tratta di una delle più frequenti 
tossinfezioni alimentari nel nostro Paese, che si presenta specialmente 
nei mesi caldi (Barbuti S., et alii, 2002). Un particolare da tener 
presente è che le contaminazioni da stafilococco, se non si verificano in 
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associazione con saprofiti, non sono evidenziabili con l'ispezione 
dell'alimento in quanto i caratteri organolettici di questo risultano 
normali. L'accertamento diagnostico può, quindi, essere effettuato 
soltanto con la dimostrazione dello stafilococco o della rispettiva 
enterotossina nell'alimento (Checcacci L. et alii, 1990).  
 
4.2.2 Brucella 
•  Forma bacillare o coccobacillare 
•  Gram negativo  
• Aerobio  
• Immobile, asporigeno, privo di capsula  
• Temp. min. 6°C  
• Temp. ott. 37°C  
• Temp. max. 42°C  
• pH min. 4,5-5,1 
• pH ott. 7,3-7,5 
• pH max. 8,2-8,8 
La patologia alimentare. Il quadro clinico è dei più vari e complessi 
(Farina R. e Scamozza F., 1998). Il periodo di incubazione varia da 5 
a 60 giorni. Nella forma più comune la brucellosi si palesa con una 
triade sintomatologica costituita da febbre, sudorazione profusa e 
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dolori artromialgici. L'inizio è generalmente insidioso ed è 
caratterizzato da febbricola. Dopo alcuni giorni o alcune settimane, la 
temperatura tende a elevarsi. Più raramente la febbre è elevata fin dal 
primo giorno. La curva termica è irregolare e in alcuni casi assume 
l'andamento ondulante che ha dato il nome alla malattia (febbre 
ondulante). In più del 60% dei casi il malato presenta sudorazioni 
profuse, talora maleodoranti («odore di stalla», «di urina di topo»). I 
dolori artromialgici sono precoci, persistenti, vaganti e non si 
associano a segni obiettivi (lombaggini, torcicollo, dolori intercostali, 
dolori agli arti inferiori, ecc.). Le condizioni generali si mantengono 
discretamente buone, nonostante la profonda astenia e la perdita di 
peso. Si possono avere disturbi digestivi con nausea, anoressia e 
vomito. Il paziente accusa talora cefalea ostinata, ma il sensorio è 
vigile, tranne rari casi nei quali può essere presente uno stato 
stuporoso (forma simil-tifoidea). L'unico importante reperto obiettivo 
è l'aumento di volume della milza, generalmente associato a 
tumefazione epatica (Sorice F. e Ortona L., 2006). Anche gli organi 
genitali possono essere coinvolti nel processo morboso. Sono infatti 
piuttosto facili ad osservarsi fatti di orchite o di orchiepididimite, 
talora precoci, ma più spesso tardivi, mono o bilaterali. Fra le altre 
possibili localizzazioni vanno ricordate quelle osteoarticolari 
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(osteoperiostiti, osteomieliti, artrosinoviti, spondiliti), nervose 
(meningiti, encefaliti, neuriti), cardiache (miocarditi ed endocarditi) e 
renali (pielonefriti). Il decorso è oltremodo variabile. L'infezione può 
evolvere tumultuosamente in breve tempo (forme iper-piretiche 
maligne) e chiudersi con la morte, o esaurirsi in 3-4 settimane, o 
guarire del tutto, oppure assumere andamento lieve con brevissimi 
periodi di febbre (38-39 °C) e perdurare in tali casi per mesi. Tutt'altro 
che rare le recidive. La convalescenza è comunque molto lunga. La 
mortalità risulta modesta (2-3% dei casi) per cui la prognosi quoad 
vitam è in genere favorevole; cionondimeno la brucellosi umana va 
considerata una malattia grave per le complicanze e i postumi che 
possono ad essa residuare (Farina R.,Scatozza F.; 1998).  
Esposizione. Gli alimenti più frequentemente incriminati come 
vettore di contagio sono rappresentati da latte e derivati e sono molti i 
casi di malattia all’uomo, riportati in letteratura, conseguenti 
all’ingestione di questi prodotti. Le brucelle sono eliminate con il latte 
per periodi di tempo più o meno lunghi (Tiecco G., 2001). La 
pastorizzazione risana il latte dalle Brucelle. I formaggi fabbricati con 
latte crudo si considerano risanati dalle brucelle dopo un periodo di 
stagionatura superiore a 70 giorni (Salvadori del Prato O., 2001). 
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4.2.3 Mycobacterium Bovis 
M. bovis, indicato anche come M. tuberculosis var. bovis, è 
responsabile della Tubercolosi (tbc) dei bovini e di altri ospiti 
alternativi (uccelli esclusi), caratterizzata da lesioni nodulari di tipo 
granulomatoso (tubercoli) e trasmissibile all'uomo; per tale motivo 
riveste notevole rilevanza economica e sociale. 
• Gram positivo, appartenente alla famiglia delle 
Mycobacteriaceae  
• Forma di corti bastoncini isolati o appaiati 
• Aerobio 
• Immobile, asporigeno, privo di capsula e fimbrie, acido-
resistente 
• D64°C = 0,3'; z : 5 
 
La diffusione del germe è particolarmente abbondante nei casi di 
mastite tubercolare, ma si può assistere ad un inquinamento del 
secreto mammario anche nelle forme di tbc generalizzata, con 
presenza del germe nel sangue.  
La patologia alimentare. La forma alimentare classica è 
rappresentata dalla tubercolosi intestinale. Può essere primitiva o 
secondaria: la prima è dovuta a infezione primaria della mucosa 
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intestinale, per ingestione di micobatteri, è frequente nel lattante e nel 
bambino e costituisce un complesso primario intestinale analogo a 
quello polmonare. La seconda è una forma che si riscontra in tutte le 
età come complicazione di una tubercolosi polmonare evolutiva; le 
lesioni hanno sede di solito nell'ultima porzione dell'ileo, ma possono 
estendersi anche al tenue e al crasso. La sintomatologia clinica è 
costituita da dolori addominali, diarrea alternata a stipsi, 
dimagramento, febbre, presenza del bacillo di Koch nelle feci (www. 
italiasalute.leonardo.it). 
Esposizione. L’importanza del latte, in particolare, come responsabile 
della trasmissione della tbc nell’uomo è ampiamente dimostrata dagli 
innumerevoli casi citati in letteratura, soprattutto nei bambini, nei 
quali il complesso primario ha sempre sede intestinale (Tiecco G., 
2001). 
Attualmente si tende ad ammettere che il latte rappresenti il principale 
veicolo di trasmissione nelle forme tubercolari dell'infanzia sostenute 
dal tipo bovino; queste forme sono tutt'altro che rare se si tiene 
presente che in circa il 10% dei bambini morti di tubercolosi si 
riscontra il micobatterio di tipo bovino (Checcacci L.;et alii; 1990).  
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4.2.4 Salmonella  
• Bastoncino Gram negativo appartenente alla famiglia delle 
Enterobacteriaceae  
• anaerobio facoltativo (fermentazione 2-3 butilenglicol)  
• ossidasi negativo, catalasi positivo  
• Temp. min. 5.2°C  
• Temp. ott. 35-43°C  
• Temp. max. 46.2°C  
• pH min. 3.8  
• pH ott. 7-7.5  
• pH max. 9.5  
• aw min. 0.94  
• aw ott. 0.99 
D 70,0° C = 0,027 – 0,017’; z : 4,4- 5,6°C 
 
La patologia alimentare. Una volta ingeriti, i batteri del genere 
Salmonella vengono trasportati con il cibo fino all'intestino dove 
penetrano nell’epitelio dell’intestino tenue, causando l’infiammazione 
del tessuto. Producono una tossina, forse all’interno dell’enterocita 
colonizzato (www.sicurezzadeglialimenti.it). Il periodo di incubazione 
varia da 5 a 72 ore (media 12-36 ore circa). Il quadro clinico, 
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caratterizzato da un processo enteritico acuto, insorge in genere in 
maniera brusca a causa dell'elevata carica batterica introdotta con 
l'alimento contaminato. La sintomatologia è rappresentata da: diarrea, 
dolore addominale e vomito con brividi e febbre anche molto elevata. 
Seguono disidratazione, prostrazione, anoressia e cefalea. La 
guarigione avviene, negli adulti, in pochi giorni con la sola terapia 
sintomatica. Nei bambini e negli anziani il decorso può essere, invece, 
più grave con presenza di quadri settici generalizzati e complicazioni a 
distanza (meningite, osteomieliti, ecc.) (Checcacci L.;et alii; 1990) . 
Esposizione. La trasmissione avviene solitamente per ingestione di 
alimenti contaminati da feci di uomini o animali infetti. In particolare 
uova crude e poco cotte o preparazioni gastronomiche che utilizzino 
uova crude come maionese, zabaione e gelati preparati in casa, ma 
anche carne e derivati della carne, latte crudo e latticini e acqua 
contaminata (www.antropozoonosi.it). 
 
4.2.5 Escherichia coli ( ceppi ETEC e ceppi EHEC) 
• Bastoncino Gram negativo appartenente alla famiglia delle 
Enterobacteriaceae  
• Catalasi positivo e  ossidasi negativo  
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• Anaerobio facoltativo (fermentazione acido-mista); utilizza il 
lattosio  
• Temp. min. 7-8°C  
• Temp. ott. 35-40°C  
• Temp. max. 44-46°C  
• pH min. 4.4  
• pH ott. 6-7  
• pH
 max. 9  
• aw min. 0.95  
• aw ott. 0.995  
• D62°C = 7;z : 4,5 
 
I ceppi ETEC (Enterotoxigenic Escherichia coli), diffusi da acqua o 
cibi contaminati, sono i principali responsabili della «diarrea del 
viaggiatore» e di episodi epidemici specie in bambini di età inferiore a 
2 anni. Producono una tossina termolabile (LT) che agisce attivando 
l'adenilatociclasi, come la tossina colerica, e/o una tossina 
termostabile (STa e STb) che attiva la guanilciclasi; la produzione di 
entrambe è mediata da plasmidi (Malattie Infettive; F. Sorice; L. 
Ortona; UTET 2006).  
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I ceppi EHEC, (EnteroHemorragic E.coli) sono in grado di produrre 
due tossine, la verocitossina VT e la tossina SLT-II (ShigaLikeToxin) 
entrambe citotossiche e munite di fimbrie, mediate da plasmidi. 
L’Escherichia coli O157:H7 rappresenta il ceppo a più alto potere 
patogeno e il più conosciuto; è responsabile di gravi forme di infezioni 
intestinali. Resiste molto bene in ambienti acidi (pH 2.5 per oltre 2 
ore), inoltre sopravvive negli alimenti mantenuti a –20°C per oltre 9 
mesi anche in presenza di almeno 2,5% di NaCl. La crescita batterica 
viene rallentata con percentuali di NaCl superiori al 2,5% mentre con 
percentuali superiori all’8% viene inattivato con temperature di circa 
12°C (www.essica.com).  
 
La patologia alimentare. Il quadro più comune è quello 
dell’infezione da ETEC che, dopo un periodo di incubazione di 1-2 
giorni, provoca diarrea acquosa, dolori addominali crampiformi ed 
eventualmente vomito, generalmente senza febbre. L'entità e la durata 
della sintomatologia sono variabili; negli adulti la malattia è 
autolimitata, mentre può essere preoccupante nei lattanti, nei quali si 
può avere una sindrome simil-colerica {cholera nostra). Caratteristica 
e grave può essere la sintomatologia dovuta all'infezione da EHEC, 
che, oltre alla sintomatologia intestinale, può provocare una grave 
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sindrome uremico-emolitica, (oggi ritenuta la più importante causa di 
insufficienza renale acuta del bambino), colite emorragica e purpura 
trombocitopenica, che possono risultare fatali in pazienti con sistema 
immunitario compromesso (Slutsker et al., 1997; Banatvala et al., 
2001). 
Esposizione. La trasmissione all’uomo avviene tramite il consumo di 
carne poco cotta, prodotti caseari e vegetali non pastorizzati e acqua 
contaminata da escrementi. Anche se molti casi sono indubbiamente 
associati al consumo di carne poco cotta, vegetali e acqua da bere, 
diversi studi hanno evidenziato delle connivenze tra lo scoppio di 
alcuni focolai di colite emorragica e sindrome uremica emolitica, e il 
consumo di latte o prodotti caseari; le ricerche hanno riportato dati che 
includono latte vaccino, pastorizzato e non pastorizzato (Dorn, 1998; 
Clarke et al., 1989; Djuretic et al., 1997; Keene et al., 1997), latte 
vaccino pastorizzato (Goh et al., 2002), latte di capra non pastorizzato 
(Bielaszewska et al., 1997; McIntyre et al., 2002), formaggi freschi 
(Center For Desease Control, 2000) formaggi fatti con latte di vacca e 
pecora (Djuretic et al., 1997; De Buyser et al., 2001), e yogurt 
(Morgan et al., 1993).  
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4.2.6 Yersinia pseudotubercolosis e Yersinia enterocolitica 
• Bastoncino Gram negativo appartenente alla famiglia delle 
Enterobacteriaceae  
• Anerobio facoltativo  
• Ossidasi - Catalasi +  
• Fermenta il glucosio con scarsa produzione di gas  
• Mobile in funzione della temperatura (22°C mobile; 37°C 
immobile)  
• Temp.
 max 40°C  
• Temp. ott. 25-30°C;  
• T min. 3°C  
• pH min. 4.6  
• pH max. 9.6  
• D62,8° C = 0,24 – 0,96’; z : 5,1 – 5,8 
 
Non tutti i ceppi di Yersinia sono patogeni per l’uomo; quelli 
sicuramente responsabili di forme morbose appartengono ai sierotipi 
O:3; O:5; O: 8; O: 9; O:13a e O:13b. Il potere patogeno di questi 
ceppi è legato alla produzione di un’enterotossina, e soprattutto alla 
capacità invasiva delle cellule posseduta dal germe.  
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Enterotossina. L’enterotossina è termostabile (sopporta trattamenti a 
121° C per 3 ore) e sembra paragonabile alla tossina ST prodotta da E. 
coli; rimane attiva a 4° C per oltre 7 mesi ed è stabile tra pH 1 e 11. 
Sembra che questa tossina venga prodotta anche da ceppi non 
patogeni e non invasivi. E’ stato ipotizzato che l’enterotossina sia 
responsabile delle forme benigne e lievi e che comunque intervenga 
esclusivamente nelle fasi iniziali ella malattia. La virulenza di Yersinia 
va correlata fondamentalmente con le sue caratteristiche d’invasività 
delle cellule intestinali e della congiuntiva (Tiecco G.; 2001). 
La patologia alimentare. Nell’uomo l’infezione si manifesta con 
forti dolori addominali che simulano l’esito di un attacco di 
appendicite. La sua patogenicità è legata alla produzione di 
un’enterotossina termostabile.  Il periodo di incubazione è di 4-7 
giorni. Le principali forme cliniche sono le seguenti: 
a)  Forma enterocolitica. E’ la più frequente. Colpisce in 
prevalenza bambini di età inferiore a 5 anni. E’ caratterizzata da 
febbre, dolori addominali e diarrea con presenza nelle feci di 
leucociti e talora di sangue. La sintomatologia può durare 1-3 
settimane e l'escrezione fecale del microrganismo anche più a 
lungo. Raramente sono stati riferiti casi di grave enterocolite 
necrotizzante. 
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b)  Adenite mesenterica. Si osserva di solito in bambini più grandi 
e in adulti; si palesa con febbre, dolori al quadrante addominale 
inferiore destro, anche in assenza di diarrea. Frequente la 
leucocitosi neutrofila; il quadro può simulare quello 
dell'appendicite acuta. 
e) Ileite terminale. L'infezione da yersinie colpisce soprattutto soggetti 
adulti e può determinare una sintomatologia che simula quella del 
morbo di Crohn e che può persistere per diverse settimane. 
d)  Faringite essudativa, anche senza diarrea. 
e)  Sepsi. È molto rara ed è descritta con assoluta prevalenza in 
associazione con un sovraccarico di ferro (talassemici, turbe 
metaboliche del ferro o in corso di terapia con chelanti come la 
desferrioxamina), ma anche in diabetici, cirrotici e neoplastici; 
può dare ascessi epatosplenici (Sorice F. e Ortona L.; 2006).  
Esposizione. La Y. enterocolitica è presente in molti alimenti (carne, 
vegetali, prodotti ittici , latte) tuttavia i ceppi patogeni vengono più 
frequentemente isolati nella carne di maiale o nei prodotti a base di 
carne suina. La presenza di questo batterio nel latte è associata a 
carenza igienica o a errato controllo delle temperature di 
conservazione. La pastorizzazione garantisce il risanamento del latte 
purché il numero di cellule presenti non sia troppo elevato (>106 ) 
 58
 
 
perché in questo caso le tossine accumulate (termoresistenti) possono 
provocare fenomeni patologici (Salvadori del Prato O., 2001). 
 
4.2.7 Campylobacter  
• Bastoncino elicoidale Gram negativo appartenente alla famiglia 
delle Spirillaceae  
• Mobile  
• Aerobio-microaerofilo  
• Ossidasi e catalasi positivo  
• Nutrizionalmente esigente  
• Temp.
 min. 32°C  
• Temp. ott. 42-43°C  
• Temp. max. 45°C  
• pH min. 4.9  
• pH
 ott. 6.5-7.5  
• pH max. 9  
• aw min. 0.987  
• aw ott. 0.997 
• D58,3° C = 12 – 21’; z : 6,0 - 6,4 (www.distam.unimi.it). 
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I batteri appartenenti al genere Campylobacter causano svariate 
manifestazioni cliniche, le più comuni sono le malattie diarroiche 
acute. I meccanismi attraverso cui i campilobatteri svolgono la loro 
azione patogenica non sono stati ancora completamente chiariti. 
Alcuni ricercatori hanno dimostrato la presenza di adesine che 
permettono loro di aderire alla superficie delle cellule intestinali. Sono 
state descritte anche  varie tossine: 
 enterotossina colera simile, prodotta da circa il 75% dei ceppi 
isolati da casi clinici. E’ citotossica per le cellule Y-1 di topo; 
 citotossina, attiva sulle cellule HeLa e Vero ed in grado di 
provocare accumulo di liquido nell’intestino di ratto; 
 fattore tossico, produce effetto citopatico sul rene bovino, su 
cellule CHO, HeLa e Vero; 
 endotossina LPS, è di natura polisaccaridica ed è presente nella 
parete cellulare di tutti i germi gram–negativi (Tiecco G.; 2001). 
La patologia alimentare. La malattia si manifesta con febbre 
ondulante, emicrania, nausea, vomito e diarrea. Nella donna si 
possono osservare anche aborto o parto prematuro (Farina R., e 
Scatozza F.;1998). Il periodo di incubazione è di 2-7 giorni. La 
sintomatologia non si discosta da quella di altre diarree batteriche con 
feci acquose o anche muco-sanguinolente, febbre, dolori addominali 
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talora simil-appendicitici, nausea, malessere, cefalea e raramente 
vomito. La malattia generalmente si esaurisce in 3-7 giorni, ma nel 
20% dei casi si protrae per 1-3 settimane (Sorice F., e Ortona L.; 
2006). Sono possibili infezioni in ogni organo o apparato, 
specialmente nei soggetti immunocompromessi.  
Esposizione. Nei Paesi industrializzati la modalità più comune di 
acquisizione dell’infezione è rappresentata dall’ingestione di pollame 
contaminato non cotto a sufficienza (dal 50 al 70% dei casi); altre 
modalità di trasmissione sono rappresentate dall’ingestione di latte 
non pastorizzato o di acqua non potabile e dal contatto con animali 
domestici infetti (www.antropozoonosi.it). Gravi episodi di patologie 
umane associate a questi batteri si sono verificate in Canada e negli 
USA per il consumo di latte crudo (Salvadori del Prato O., 2001). 
 
4.2.8 Bacillus cereus 
• Forma bastoncellare, Gram positivo e sporigeno 
• Aerobio o anaerobio facoltativo 
• Temp min. = 4°C  
• Temp ott. = 30-40 °C  
• Temp max. = 55°C  
• pHmin. = 5.0 
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• pHott. = 6.0-7.0 
• pHmax. = 8.8 
• aw = 0.93 
• D60 (forma vegetativa) = 1; z : 6,9 
• D100 (forma sporulata) = 2,7 – 3,1; z: 6,1 
 
B. cereus è in grado di elaborare due tipi di tossine, una con attività 
diarroica ed una con attività emetica. 
Tossina diarroica. E’ di natura proteica, peso molecolare 50.000. 
Enterotossica, necrosante, letale. Viene prodotta durante la fase 
esponenziale di crescita, in presenza di glucosio, a pH tra 6 e 8,5 (con 
ottimo tra 7 e 7,5) ed a temperatura tra 18 e 43 °C. È inattivata dal 
trattamento con tripsina e pepsina. L'azione biologica si manifesta 
attraverso lo stimolo del sistema AMP ciclico adenilatociclasi che 
provoca accumulo di liquido a livello intestinale. È citotossici. 
Tossina emetica. Ha un peso molecolare 5.000; è termostabile, 
rimane attiva a 126 °C per 90"; rimane attiva per 2 mesi a 4 °C ed a 
valori di pH compresi tra 2 e 11. La pepsina e la tripsina non sono in 
grado d'influenzarne l'attività (Tiecco G., 2001). 
Parametri di inattivazione tossine 
Tossina diarroica F56,1° C = 5’ 
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Tossina emetica a 121° C = stabile 
Le spore formate dai bacilli sono altamente resistenti al calore, 
all’essiccamento e a molti disinfettanti e possono rimanere vitali per 
lunghi periodi (Poli G. e Cocilovo A., 1996) .  
Bacillus cereus è il principale responsabile della putrefazione e del 
deterioramento dei cibi. Nel latte e nei formaggi può essere presente 
quando le condizioni igieniche della mungitura e/o dell’ambiente di 
trasformazione sono particolarmente carenti.  
La patologia alimentare. Bacillus cereus può provocare 
intossicazioni per effetto delle tossine, responsabili rispettivamente di 
una sintomatologia emetica e diarroica (Salvadori del Prato O., 2001).  
Sindrome diarroica. La diarrea fa la sua comparsa entro 6-16 ore 
dall'ingestione del pasto infetto (media 10-12 ore); le feci sono 
acquose. Sono presenti dolori addominali, tenesmo rettale e spesso 
nausea. Il vomito è molto raro. Gli alimenti incriminati sono molto 
vari ed includono vegetali, carne e prodotti in scatola. 
Sindrome emetica. E’ caratterizzata dalla comparsa di vomito, entro 
30'-6 ore, dall'ingestione del pasto incriminato, accompagnato da 
dolori addominali e, più raramente, da diarrea. La sintomatologia in 
genere scompare in 12-24 ore. L'alimento vettore è più 
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frequentemente rappresentato da riso o comunque da cibi ricchi di 
amido. 
Esposizione. In genere gli alimenti vettori in questa tossinfezione 
sono cibi cotti consumati parecchie ore dopo la loro preparazione e 
conservati a temperature elevate. Nelle forme diarroiche vanno 
ricordati insalate e purè di patate, pollo arrosto, fagiolini in insalata, 
minestre di verdure, ecc., mentre nelle forme emetiche prevale il riso 
variamente cucinato, anche se possono intervenire anche altri alimenti 
(formaggio, spaghetti, omelette, gelati, creme alla vaniglia, carne alla 
brace) (Tiecco G., 2001). Il batterio produce tossine solo quando il pH 
del mezzo è superiore a 5.8 e l’indice di aW è > 0,95. Perché si 
verifichino episodi di intossicazione è necessaria una carica superiore 
a 105 cellule/grammo, il che si rende possibile solamente conservando 
l’alimento a temperature elevate (Salvadori del Prato O., 2001).  
 
4.2.9 Listeria monocytogenes 
• Bastoncino Gram- positivo, appartenente alla famiglia delle 
Corynebacteriaceae. 
• Asporigeno, mobile per ciglia peritriche (movimento 
rototraslatorio). 
• Anaerobio facoltativo - Ossidasi e catalasi positivo. 
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• Temp. min 1°C  
• Temp. max 45°C  
• Temp. ott 30-37°C  
• pH min 4.8  
• pH max 9  
• pH ott. 6-7  
• aw 0.93-0.99 
D71= 0,015; z : 6,3 
La Listeria monocytogenes, altro possibile contaminante del latte, è 
spesso isolata dall’ambiente (suolo, concime, liquame, insilati, polvere 
e acqua) e può causare un’importante patologia legata all’ingestione di 
alimenti contaminati: la listeriosi. 
La patologia alimentare. Nell’uomo la sintomatologia comprende 
gastro-enterite, meningite ed encefalite, sepsi, e le forme simil-
influenzali. La  gastro-enterite si manifesta 2-3 giorni dopo 
l'assunzione del cibo contaminato, con una sintomatologia non 
dissimile da quella delle altre tossinfezioni alimentari (diarrea, nausea, 
vomito, cefalea, febbre); può essere seguita a distanza di 2-3 settimane 
dalle forme gravi (meningo-encefalite, sepsi) (Sorice F. e Ortona L., 
2006).  
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Esposizione. I principali cibi implicati sono le insalate con cavoli 
contaminati, latte anche pastorizzato, formaggi freschi, paté, prodotti di 
carne suina, insaccati e hot dog. Alcuni studi epidemiologici hanno 
suggerito anche il ruolo del pollo poco cotto o di salsicce non cotte 
(www.antropozoonosi.it). I formaggi sono stati il veicolo di quattro 
importanti casi di listeriosi. Il primo negli U.S.A. (California) 
associato al consumo di un formaggio a pasta molla di origine 
messicana (rischio di casi fatali 34%) (Linnan et al., 1988; James et 
al., 1985), il secondo in Svizzera (rischio di casi fatali 27%) dove il 
formaggio Vacherin Mont d’Or sembra essere stata la principale fonte. 
Due focolai in Francia collegati al consumo di Brie de Meaux (Goulet 
et al., 1995) e un formaggio a pasta morbida proveniente dalla 
Normandia (RNSP, 1997). 
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PARTE SPERIMENTALE 
 
Applicazione della Microbiologia Predittiva 
nella Valutazione del Rischio del Pecorino del Parco 
di Migliarino – San Rossore – Massaciuccoli. 
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Capitolo 5 
 
INTRODUZIONE  
ALLA PROVA SPERIMENTALE 
 
5.1  L’Analisi del Rischio Alimentare 
Analizzare il rischio alimentare costituisce l’attività che gli enti 
preposti alla tutela della salute del consumatore devono svolgere al 
fine di individuare i pericoli, i fattori di rischio e gli strumenti di 
prevenzione più efficaci ed appropriati ai contesti reali (FAO/WHO, 
1997).  
Il rischio è definito come la probabilità e la conseguenza dell’esistenza 
di un pericolo. Nel contesto della sicurezza alimentare, il rischio 
consegue all’ingestione di un pericolo veicolato da un alimento. Le 
fasi dell’Analisi del Rischio sono tre: 1) la valutazione del rischio; 2) 
la gestione del rischio; 3) la comunicazione del rischio (FAO/WHO, 
1998). Le tre componenti si caratterizzano per metodologie e 
strumenti operativi distinti, ma non rappresentano ambiti esclusivi; in 
realtà, infatti, si sovrappongono nel consentire al sistema di 
raggiungere l’obiettivo di minimizzare il rischio. 
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La valutazione del rischio costituisce l’ambito scientifico, nel quale 
sono raccolte ed elaborate le evidenze scientifiche sul rischio. Si 
articola in quattro momenti: 
1.  l’identificazione del pericolo; 
2. la stima dell’esposizione; 
3. la caratterizzazione del pericolo; 
4. la caratterizzazione del rischio. 
L’identificazione del rischio individua i pericoli significativi, 
raccogliendo ed elaborando le informazioni scientifiche che 
consentono di legare un pericolo alimentare, una sostanza alimentare e 
una patologia conseguente all’ingestione del pericolo veicolato 
dall’alimento. 
La stima dell’esposizione raccoglie ed elabora le informazioni 
scientifiche riguardanti il livello di presenza del pericolo nell’alimento 
e le quantità ingerite, in modo da stimare a quanto pericolo può essere 
esposta una popolazione o un gruppo. 
La caratterizzazione del pericolo calcola la probabilità di una risposta 
di un qualsiasi individuo all’ingestione di un alimento che veicola il 
pericolo. Le informazioni scientifiche riguardano le caratteristiche del 
patogeno, le caratteristiche del prodotto alimentare e la suscettibilità 
dell’ospite (Buchanan et al., 2000).  
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Nella caratterizzazione del rischio, la valutazione dell’esposizione 
serve come input per ottenere il modello dose-risposta scelto dalla 
caratterizzazione del pericolo, in modo da valutare il rischio in 
relazione al problema della sua gestione.  
Un importante ruolo di questo passaggio è quello di stimare 
l’incertezza delle valutazioni e l’impatto che avrebbe una 
supposizione critica nell’ambito della valutazione (Buchanan et al., 
2000). 
 
5.2  Finalità della Microbiologia Predittiva 
La microbiologia predittiva è una branca della microbiologia (in 
particolare della microbiologia degli alimenti) che si occupa di 
formulare modelli matematici che descrivono la crescita, la 
produzione di metaboliti e la morte dei microrganismi in una varietà 
di condizioni diverse, rilevanti per la conservazione e/o per la 
sicurezza igienica degli alimenti. Il processo di modellazione si svolge 
a vari livelli in modo estremamente strutturato, utilizzando disegni 
sperimentali adeguati. 
Le risposte a fattori ambientali di una popolazione batterica 
appartenente ad una specie definita sono riproducibili. Questo 
comportamento ha indotto i microbiologi a sviluppare le equazioni 
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matematiche in grado di descriverlo, con il fine di stimare 
l’andamento dell’agente in condizioni prestabilite. Attraverso questo 
approccio si possono valutare gli effetti dei processi tecnologici e 
delle condizioni di conservazione sulla stabilità microbiologica e sulla 
sicurezza dei prodotti alimentari. 
I modelli impiegati sono riconducibili a tre tipologie: di primo livello, 
secondo livello e terzo livello. 
I modelli di primo livello descrivono la variazione del numero di 
cellule, della biomassa o dei prodotti del metabolismo in funzione del 
tempo. I parametri di questi modelli vengono utilizzati come input nei 
modelli di secondo livello. 
I modelli di secondo livello mettono in relazione i parametri dei 
modelli di primo livello con fattori ecologici (pH, aW, temperatura, 
forza ionica, etc.) o con fattori tecnologici. 
I modelli di terzo livello sono espressi da equazioni complesse, gestite 
attraverso software che forniscono un’interfaccia “user friendly” per 
ottenere una rappresentazione dell’output dei modelli di primo e 
secondo livello. 
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5.3  Principali modelli predittivi 
I modelli predittivi più utilizzati al momento sono quelli realizzati da 
vari enti pubblici e privati. Alcuni di questi strumenti sono facilmente 
reperibili anche per via internet. L’elenco dei modelli predittivi più 
conosciuti ed utilizzati comprende i seguenti: 
- Pathogen Modelling Program (PMP70); 
- Growth Predictor; 
- ComBase; 
- Micromod – PBI. 
Per la nostra ricerca abbiamo applicato il modello sviluppato dalle 
autorità sanitarie statunitensi, denominato USDA Pathogen Modelling 
Program. Questo modello messo a punto da R.L. Buchmann e R.C. 
Whiting, costituisce un metodo sperimentale per stimare gli effetti di 
variabili multiple (anaerobiosi/aerobiosi, aw, pH, T°, NaCl, Acido 
lattico, Nitriti) sulla crescita e/o sulla sopravvivenza di patogeni 
alimentari. 
Il modello Growth Predictor è stato realizzato dall’Istitute of Food 
Reasarch (UK) (www.ifr.ac.uk/safety/GrowthPredictor). Il Modello 
ComBase nasce da una collaborazione fra l’inglese Food Standards 
Agency e l’Istitute of Research (www.combase.cc). In fine, il modello 
Micromod è stato sviluppato dalla PBI – Italia. 
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5.4  Finalità della prova sperimentale 
Il rischio microbiologico costituisce oggi la componente di maggior 
rilievo nella gestione delle garanzie igieniche dei prodotti lattiero-
caseari. In questo settore alimentare, per giunta, le produzioni 
tradizionali rappresentano gli ambiti di maggiore criticità gestionale, 
in conseguenza dei vincoli posti dalle condizioni che valorizzano la 
tipicità dei prodotti, non sempre facilmente compatibili con gli 
obiettivi di sicurezza alimentare e con i relativi metodi di controllo. 
Questa considerazione ci ha indotto ad approfondire i fattori di rischio 
presenti nella produzione del Pecorino del Parco di Migliarino, San 
Rossore, Massaciuccoli, utilizzando metodologie moderne, raramente 
applicate in questo tipo di processi produttivi. In particolare abbiamo 
voluto valutare il rischio microbiologico, analizzando l’evoluzione del 
profilo fisico-chimico durante il processo produttivo. Acquisiti i dati 
dei parametri fisico-chimici, abbiamo applicato, in via sperimentale, 
un modello predittivo per valutare l’impatto potenziale che le 
caratteristiche del substrato e le condizioni ambientali hanno sul 
rischio alimentare del prodotto. 
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Capitolo 6 
 
MATERIALI E METODI 
DELLA PROVA SPERIMENTALE 
 
6.1 Prodotto e processo produttivo 
La prova sperimentale è stata svolta su formaggio pecorino 
denominato Pecorino del Parco di Migliarino–San Rossore, prodotto 
presso un caseificio della provincia di Pisa. Il formaggio è stato 
prodotto a partire da latte crudo e senza impiego di starter, secondo i 
metodi tradizionali. Per la coagulazione è stato impiegato caglio in 
pasta di agnello di produzione aziendale. Lo schema produttivo 
tradizionale è esposto in figura 1. 
La produzione è stata realizzata in un contesto tecnologicamente 
avanzato, ricalcando le modalità riconosciute come tradizionali, dai 
pastori della zona. 
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Figura 1 
Schema di produzione 
Latte crudo dell’ultima mungitura 
↓ 
Riscaldamento a circa 35°C in caldaia 
(capacità massima 50 litri) 
↓ 
Coagulazione con caglio di agnello in pasta 
(circa 15 grammi/50 litri di latte) 
↓ 
Tempo di coagulazione: 15-20 minuti 
↓ 
Rottura del coagulo in grumi di circa 1-1,5 cm, 
tramite strumento tradizionale (“rugliola”) in legno tagliato ad arte 
↓ 
Ulteriore riscaldamento a 40-42°C 
↓ 
Prelievo manuale e deposizione della cagliata in formelle di plastica forata, 
con accurata pressatura manuale (forme di 1 Kg circa) 
↓ 
Salatura superficiale con sale da cucina, da ripetersi mattina e sera, rivoltando le 
forme, nei primi due giorni di maturazione 
↓ 
Maturazione su assi di legno, generalmente di abete, in locali stabilmente adibiti 
all’uso, per periodi variabili da pochi giorni a 30-40 giorni, 
in base alle esigenze del consumo 
 
 
 
6.2  Campionamento 
Il prelievo dei campioni ha riguardato tre lotti di produzione realizzati 
in tre distinti cicli di caseificazione, come riportato nella tabella n. 2 
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Tab. n 2: 
Cadenza del campionamento 
Camp. Fase di produzione 
1 cagliata 
2 formaggio dopo salagione 
3 formaggio a 7 gg 
4 formaggio a 14 gg 
5 formaggio a 21 gg 
6 formaggio a 28 gg 
7 formaggio a 45 gg 
8 formaggio a 60 gg 
 
I campioni hanno riguardato: cagliata, formaggio dopo salagione, 
formaggio a 7, 14, 21, 28, 45, 60 giorni di maturazione. Per il 
campionamento si è fatto riferimento al relativo Standard 
Internazionale IDF. Una volta prelevati, i campioni sono stati 
trasportati in condizioni di refrigerazione presso il laboratorio di 
Ispezione degli Alimenti, Dipartimento di Patologia Animale, 
Profilassi ed Igiene degli Alimenti, Università di Pisa. Presso il 
laboratorio sono state eseguite le determinazioni analitiche 
programmate. 
 
6.3  Determinazioni analitiche 
pH. Il pH è stato determinato, conformemente a quanto descritto nel 
Codex Alimentarius, con pH–metro della ditta Crison modello Basic 
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20, applicando una sonda potenziometrica da infissione della ditta 
Hamilton, modello Double pore D. 
Per ogni giorno d’uso, il pH–metro è stato sottoposto a taratura 
seguendo la procedura prevista dal “Manuale Apparecchiature” del 
Laboratorio d’Ispezione degli alimenti, utilizzando soluzioni standard 
1/10 M a pH 3, 7, 10. 
La determinazione ha riguardato l’area esterna, definita da uno 
spessore di 0,5 centimetri, e l’area interna. La misurazione del pH è 
stata effettuata per infissione nel campione integro. Per ogni 
determinazione sono state fatte 6 replicazioni. Il pH così ottenuto è 
stato sottoposto a conversione sulla base della temperatura in modo 
tale da poter riferire i valori a 25° C, e sono stati registrati la media e 
la deviazione standard per ogni area di ciascun campione.  
Acqua libera (aw). I valori dell’activity water sono stati determinati 
utilizzando lo strumento della PBI AwECO, seguendo le istruzioni 
riportate nel manuale d’uso. Il ricettacolo dello strumento veniva 
riempito con 15-20 grammi circa di campione sminuzzato (non 
omogeneizzato per evitare modificazioni nel substrato) ed era poi 
inserito nell’apposita sonda della Rotronic modello KARL FAST 
MINI.  
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Per ogni settimana d’uso, lo strumento per la misurazione della aw è 
stato sottoposto a taratura seguendo la procedura prevista dal 
“Manuale Apparecchiature” del Laboratorio d’Ispezione degli 
alimenti, utilizzando soluzioni standard di 0,950 e 0,990. 
Analogamente al pH, la determinazione della aw ha riguardato l’area 
esterna, definita da uno spessore di 0,5 centimetri, e l’area interna. I 
valori di aw registrati sono stati quelli indicati dallo strumento una 
volta raggiunto l’equilibrio, rappresentato dalla permanenza sul 
display per un periodo di tempo di 20 minuti. L’intervallo di tempo 
necessario al raggiungimento dell’equilibrio si è aggirato fra i 45 e 75 
minuti. Le determinazioni dell’aw sono avvenute in doppio, 
registrando la media e la deviazione standard. 
Temperatura. I dati sulla temperatura non sono stati oggetto di 
misurazioni dirette. I valori riportati sono quelli previsti come 
standard dal produttore. 
 
6.4  Stima delle condizioni fisico-chimiche del prodotto 
Al fine di stimare le condizioni fisico-chimiche del pecorino oggetto 
della ricerca, abbiamo applicato una metodologia di controllo qualità, 
che ha comportato l’acquisizione dei dati corrispondenti allo 
scostamento dei valori registrati, pari a tre deviazioni standard (valore 
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medio ± 3d.s.). In tal modo abbiamo potuto stimare come reali i valori 
che rientravano entro l’intervallo di probabilità pari al 99,73% 
(Tamburano E., 1989). Una volta calcolato il profilo stimato nei tre 
lotti di pecorino, per ogni fase di produzione, sono state scelte le due 
serie di valori estremi: la serie dei valori estremi rappresentanti le 
condizioni peggiori, e la serie dei valori estremi rappresentanti le 
condizioni migliori. 
Individuato in tal modo il profilo fisico-chimico stimato per ogni fase 
produttiva, abbiamo ripartito il processo in sottofasi, definite come 
l’intervallo di tempo in cui agiscono in modo costante le variabili 
temperatura, pH e aw. 
 
6.5  Condizioni del modello predittivo 
Il modello predittivo utilizzato è quello pubblicato dal Dipartimento 
dell’Agricoltura statunitense, denominato USDA Pathogen Modelling 
Program. La versione impiegata è stata la PMP70. Fra le opzioni che il 
softwere prevede, abbiamo applicato i modelli di crescita (growth) e 
di sopravvivenza (survival) riferiti a sperimentazioni in brodo di 
cultura (broth culture), per i seguenti microrganismi: 
Escherichia coli O157:H7; 
Staphylococcus aureus; 
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Salmonella spp.; 
Listeria monocytogenes. 
L’equazione applicata nella stima di crescita è stata quella che non 
contempla la Lag fase. 
Le variabili indipendenti sono state quelle individuate nel profilo 
fisico-chimico stimato (intervallo di tempo (h), temperatura, pH, aw). 
Le variabili dipendenti relativi alla crescita sono state: 
1. il tempo di duplicazione “G”; 
2. il tempo necessario a raggiungere un incremento di 1 Log10; 
3. l’incremento totale espresso in Log10. 
Le variabili dipendenti relative alla sopravvivenza sono state: 
1. il Decimal Reduction Time (D); 
2. la riduzione totale espressa in Log10. 
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Capitolo 7 
RISULTATI 
DELLA PROVA SPERIMENTALE 
 
7.1 Profilo fisico-chimico 
Tab. n 3: 
pH e aw nei tre lotti di pecorino 
aw interno aw esterno pH interno pH esterno Camp. Fase di produzione 
media d.s. media d.s. media d.s. media d.s. 
Lotto n. 1 
1 cagliata 0,999 0,000 0,999 0,000 6,57 0,01 6,70 0,01 
2 formaggio dopo salagione 0,997 0,001 0,929 0,000 5,05 0,02 4,99 0,02 
3 formaggio a 7 gg 0,999 0,001 0,962 0,007 5,06 0,01 5,05 0,02 
4 formaggio a 14 gg 0,974 0,007 0,982 0,011 4,95 0,04 4,95 0,02 
5 formaggio a 21 gg 0,988 0,000 0,977 0,001 4,93 0,02 4,97 0,10 
6 formaggio a 28 gg 0,987 0,001 0,987 0,001 4,89 0,04 5,07 0,05 
7 formaggio a 45 gg 0,987 0,001 0,982 0,001 4,91 0,03 5,24 0,07 
8 formaggio a 60 gg 0,969 0,000 0,969 0,001 5,02 0,03 5,11 0,03 
Lotto n. 2 
1 cagliata 0,999 0,000 0,999 0,000 6,7 0,01 6,7 0,01 
2 formaggio dopo salagione 0,992 0,010 0,989 0,001 5,08 0,02 4,99 0,02 
3 formaggio a 7 gg 0,975 0,001 0,968 0,004 5,01 0,01 5,05 0,02 
4 formaggio a 14 gg 0,994 0,004 0,985 0,001 5,04 0,04 4,95 0,02 
5 formaggio a 21 gg 0,994 0,003 0,985 0,001 5,17 0,05 5,01 0,02 
6 formaggio a 28 gg 0,988 0,005 0,991 0,002 4,97 0,01 5,10 0,03 
7 formaggio a 45 gg 0,987 0,001 0,992 0,001 4,97 0,05 5,07 0,07 
8 formaggio a 60 gg 0,986 0,001 0,979 0,001 5,03 0,02 4,98 0,04 
Lotto 3 
1 cagliata 0,999 0,000 0,999 0,000 6,03 0,06 6,03 0,06 
2 formaggio dopo salagione 0,999 0,000 0,991 0,001 4,99 0,01 4,90 0,01 
3 formaggio a 7 gg 0,999 0,000 0,984 0,001 4,95 0,02 4,88 0,02 
4 formaggio a 14 gg 0,992 0,000 0,993 0,001 5,09 0,06 5,02 0,03 
5 formaggio a 21 gg 0,998 0,001 0,988 0,001 4,93 0,09 4,97 0,05 
6 formaggio a 28 gg 0,987 0,001 0,981 0,001 4,77 0,03 4,84 0,13 
7 formaggio a 45 gg 0,994 0,001 0,990 0,006 5,02 0,07 5,37 0,09 
8 formaggio a 60 gg 0,986 0,001 0,979 0,001 4,88 0,05 5,17 0,06 
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La tabella n. 3 riporta i risultati delle determinazioni analitiche relative 
ad aw e pH determinati nelle due aree del formaggio, durante le fasi di 
produzione. 
E’ innanzi tutto possibile rilevare come ambedue i parametri non si 
presentino con andamenti lineari. Tale costatazione, data la 
metodologia della sperimentazione, è attribuibile soprattutto a 
modalità di produzione non standardizzate. 
In via supplementare, i valori riscontrati nell’area esterna mostrano un 
variabilità più spinta. Tale comportamento è da attribuire soprattutto 
alle difficoltà incontrate nel misurare spessori relativamente sottili, nei 
quali i due parametri sono soggetti a cambiamenti drastici. 
Relativamente alla aw, nell’area interna, dove gli andamenti sono più 
nitidi, si può osservare come il valore più basso sia raggiunto in tutti e 
tre i lotti al 60° giorno di produzione. 
Relativamente al pH, sempre nell’area interna, ed ancora in tutti i lotti, 
il livello di massima acidità viene raggiunto al 28° giorno di 
produzione, presupponendo un andamento bifasico, caratterizzato da 
una prima fase di acidificazione progressiva e una fase successiva di 
desacidificazione. 
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Nelle tabelle n. 4 e 5 sono riportati i valori del profilo fisico chimico 
che caratterizza le sottofasi di produzione, stimato a partire dalle 
medie e dalle deviazioni standard rilevate nei campioni analizzati. 
Tabella n. 4: 
Variabili indipendenti utilizzate nella stima predittiva: AREA INTERNA 
(media + 3 d.s. dei valori più estremi fra i tre lotti) 
valori più elevati valori più bassi SOTTOFASI DI PRODUZIONE (*) 
°C  h pH aw pH aw 
Cagliata 35 0,5 6,73 0,999 6,22 0,999 
Riscaldamento 42 0,25 6,73 0,999 6,22 0,999 
Stufatura 37 5 6,73 0,999 6,22 0,999 
Salatura 16 42 6,73 0,999 6,22 0,999 
dopo salagione 18 120 5,14 0,999 5,01 0,999 
a 7 gg 18 168 5,11 0,999 5,02 0,979 
a 14 gg 18 168 5,26 0,999 5,08 0,992 
a 21 gg 18 168 5,34 0,999 4,98 0,988 
a 28 gg 18 408 5,00 0,999 4,85 0,989 
a 45 gg 18 360 5,24 0,996 5,01 0,989 
a 60 gg 18  5,12 0,988 5,03 0,969 
(*): intervallo di tempo in cui agiscono in modo costante le variabili temperatura, pH e aw. 
 
Tabella n. 5: 
Variabili indipendenti utilizzate nella stima predittiva: AREA ESTERNA 
(media + 3 d.s. dei valori più estremi fra i tre lotti) 
valori più elevati valori più bassi SOTTOFASI DI PRODUZIONE (*) 
°C  h pH aw pH aw 
Cagliata 35 0,5 6,73 0,999 6,22 0,999 
Riscaldamento 42 0,25 6,73 0,999 6,22 0,999 
Stufatura 37 5 6,73 0,999 6,22 0,999 
Salatura 16 42 6,73 0,999 6,22 0,999 
dopo salagione 18 120 5,05 0,993 4,92 0,929 
a 7 gg 18 168 5,11 0,986 4,93 0,981 
a 14 gg 18 168 5,1 0,999 5,02 0,987 
a 21 gg 18 168 5,27 0,990 5,06 0,979 
a 28 gg 18 408 5,23 0,997 5,2 0,985 
a 45 gg 18 360 5,65 0,999 5,27 0,984 
a 60 gg 18  5,35 0,983 5,11 0,971 
(*): intervallo di tempo in cui agiscono in modo costante le variabili temperatura, pH e aw. 
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7.2 Stima di crescita 
Nelle tabelle n. 5 e n. 6 sono riportati i parametri di crescita stimati dal 
modello. Come risulta evidente, nel corso della produzione raramente 
si presentano condizioni refrattarie allo sviluppo dei pericoli 
microbiologici testati. 
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Tabella n. 6: 
Stima della proliferazione microbica nell’AREA ESTERNA del formaggio 
(parametri stimati: G e tempo per l’incremento di un Log10) 
Escherichia coli O157:H7 Staphylococcus aureus 
condizioni più 
favorevoli 
condizioni meno 
 favorevoli 
condizioni più  
favorevoli 
condizioni meno 
favorevoli 
SOTTOFASI 
DI 
PRODUZIONE G h/log10 log10 note (*) G h/log10 Log10 
note 
(*) G h/log10 log10 
note 
(*) G h/log10 log10 
note 
(*) 
cagliata 0,3 0,9 0,6 1;8 0,3 1,0 0,5 1;8 0,3 1,1 0,5 1;8 0,4 1,2 0,4 1;8 
riscaldamento 0,2 0,7 0,4 1;8 0,2 0,8 0,3 1;8 0,3 0,9 0,3 1;8 0,3 1,0 0,3 1;8 
stufatura 0,2 0,8 6,3 1;8 0,3 0,9 5,6 1;8 0,3 1 5,0 1;8 0,3 1,1 4,5 1;8 
salatura 1,7 5,5 7,6 1;8 1,7 5,8 7,2 1;8 2,7 9 4,7 1;8 3,1 10,2 4,1 1;8 
dopo salagione 2,6 8,6 14,0 8 - - - 8 4,2 13,8 8,7 4;8 15,0 49,8 2,4 1;4;8 
a 7 gg 3,4 11,1 15,1 8 4,6 15,4 10,9 8 4,7 15,5 10,8 4;8 5,7 18,9 8,9 4;8 
a 14 gg 1,9 6,2 27,1 8 3,5 11,5 14,6 8 3,5 11,7 14,4 4;8 4,8 16,0 10,5 4;8 
a 21 gg 2,5 8,4 20,0 8 4,4 14,8 11,4 8 3,9 12,8 13,1 4;8 5,4 18,0 9,3 4;8 
a 28 gg 1,9 6,2 65,8 8 3,3 11,0 37,1 8 3,3 11,1 36,8 4;8 4,6 15,1 27,0 4;8 
a 45 gg 1,5 5 72,0 8 3,2 10,7 33,6 8 2,8 9,1 39,6 8 4,4 14,7 24,5 4;8 
a 60 gg 3,4 11,2 n.d. 8 5,5 18,2 n.d. 8 4,5 15,0 n.d. 8 6,4 21,1 n.d. 4;8 
 
Salmonella spp. (aerobiosi) Listeria monocytogenes 
cagliata 0,3 1,1 0,5 1;2;8 0,3 1,0 0,5 1;2;8 0,3 1,0 0,5 1;8 0,3 1,0 0,5 1;8 
riscaldamento 0,3 1,1 0,2 1;2;8 0,3 1,0 0,3 1;2;8 0,3 0,9 0,3 1;6;8 0,3 1,0 0,3 1;6;8 
stufatura 0,3 1,1 4,5 1;2;8 0,3 1,0 5,0 1;2;8 0,3 0,9 5,6 1;8 0,3 1,0 5,0 1;8 
salatura 1,5 5,1 8,2 1;8 1,9 6,3 6,7 1;8 1,4 4,7 8,9 1;8 1,6 5,3 7,9 1;8 
dopo salagione 1,6 5,5 21,8 5;8 - - - 5;8 3,8 12,6 9,5 8 23,2 77,1 1,6 8 
a 7 gg 1,7 5,8 29,0 5;8 1,9 6,3 26,7 5;8 3,8 12,7 13,2 8 5,4 18,0 9,3 8 
a 14 gg 1,6 5,2 32,3 1;5;8 1,7 5,7 29,5 5;8 3,1 10,3 16,3 8 4,2 14,0 12,0 8 
a 21 gg 1,7 5,6 30,0 5;8 2,0 6,7 25,1 5;8 2,8 9,3 18,1 8 4,3 14,3 11,7 8 
a 28 gg 1,6 5,2 78,5 5;8 1,8 5,9 69,2 5;8 2,7 9,1 44,8 8 3,4 11,3 36,1 8 
a 45 gg 1,6 5,2 69,2 8 1,8 5,9 61,0 5;8 1,8 6,0 60,0 8 3,1 10,2 35,3 8 
a 60 gg 1,8 6,1 n.d. 5;7;8 - - n.d. 5;7;8 3,2 10,6 n.d. 8 5,2 17,3 n.d. 8 
(*) Legenda note 
n. Note 
1  modello con aw max di 0,997 
2  modello con T max di 30°C 
3  modello con aw min di 0,970 
4  modello con pH min di 5,3 
5  modello con pH min di 5,6 
6  modello con T max di 37°C 
7  modello con aw min di 0,974 
8  condizioni di aerobiosi 
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Tabella n. 7: 
Stima della proliferazione microbica nell’AREA INTERNA del formaggio 
(parametri stimati: G e tempo per l’incremento di un Log10) 
Escherichia coli O157:H7 Staphylococcus aureus 
condizioni più 
favorevoli 
Condizioni meno 
 favorevoli 
condizioni più  
favorevoli 
condizioni meno 
favorevoli 
SOTTOFASI 
DI 
PRODUZIONE G h/log10 log10 note (*) G h/log10 Log10 
note 
(*) G h/log10 log10 
note 
(*) G h/log10 log10 
note 
(*) 
cagliata 0,3 0,9 0,6 1;8 0,3 2,2 0,2 1;8 0,3 1,8 0,3 1;8 0,4 1,2 0,4 1;8 
riscaldamento 0,2 0,7 0,4 1;8 0,2 1,9 0,1 1;8 0,3 2,0 0,1 1;8 0,3 1,0 0,3 1;8 
stufatura 0,2 0,8 6,3 1;2;8 0,3 2,1 2,4 1;8 0,3 1,8 2,8 1;8 0,3 1,1 4,5 1;8 
salatura 1,7 5,7 7,4 1 1,8 5,9 7,1 1 2,1 7,1 5,9 1 2,3 7,7 5,5 1 
dopo salagione 1,9 6,4 18,8 1 2,0 6,8 17,6 1 2,3 7,6 15,8 1;4 2,3 7,6 15,8 4 
a 7 gg 1,9 6,4 26,3 1 5,3 17,6 9,5  2,3 7,6 22,1 1;4 2,5 8,4 20,0 4 
a 14 gg 1,7 5,7 29,5 1 2,4 8,0 21,0  2,3 7,6 22,1 1 2,3 7,7 21,8 4 
a 21 gg 1,7 5,7 29,5 1 3,0 10,0 16,8  2,3 7,6 22,1 1 2,4 7,9 21,3 4 
a 28 gg 2,0 6,8 60,0 1 3,4 11,2 36,4  2,3 7,6 53,7 1;4 2,4 7,8 52,3 4 
a 45 gg 1,9 6,3 57,1  2,9 9,7 37,1  2,3 7,7 46,8 4 2,4 7,8 46,2 4 
a 60 gg 2,9 9,6 n.d.  9,4 31,2 n.d. 3 2,4 7,9 n.d. 4 2,8 9,2 n.d. 4 
 
Salmonella spp. Listeria monocytogenes 
cagliata 0,3 1,1 0,5 1;2;8 0,3 1,0 0,5 1;2;8 0,3 1,0 0,5 1;8 0,3 1,0 0,5 1;8 
riscaldamento 0,3 1,1 0,2 1;2;8 0,3 1,0 0,3 1;2;8 0,3 0,9 0,3 1;6;8 0,3 1,0 0,3 1;6;8 
stufatura 0,3 1,1 4,5 1;2;8 0,3 1,0 5,0 1;2;8 0,3 0,9 5,6 1;8 0,3 1,0 5,0 1;8 
salatura 1,6 5,2 8,1 1;8 1,9 6,2 6,8 1;8 1,5 5,0 8,4 1 1,6 5,5 7,6 1 
dopo salagione 1,6 5,2 23,1 1;5;8 1,6 5,2 23,1 1;5;8 2,7 8,8 13,6 1 2,9 9,6 12,5 1 
a 7 gg 1,6 5,2 32,3 1;5;8 - - - 5;8 2,7 8,8 19,1 1 3,9 13,0 12,9  
a 14 gg 1,6 5,2 32,3 1;5;8 - - - 5;8 2,3 7,5 22,4 1 3,1 10,1 16,6  
a 21 gg 1,6 5,2 32,3 1;5;8 1,7 5,6 30,0 5;8 2,3 7,5 22,4 1 3,6 11,9 14,1  
a 28 gg 1,6 5,2 78,5 1;5;8 - - - 5;8 2,9 9,6 42,5 1 4,2 14,1 28,9  
a 45 gg 1,6 5,3 67,9 8 1,6 5,2 69,2 5;8 2,5 8,4 42,9  3,5 11,7 30,8  
a 60 gg 1,7 5,6 n.d. 8 1,8 6,1 n.d. 5;8 3,3 10,9 n.d.  3,6 11,8 n.d. 3 
(*) Legenda note 
n. note 
1  modello con aw max di 0,997 
2  modello con T max di 30°C 
3  modello con aw min di 0,970 
4  modello con pH min di 5,3 
5  modello con pH min di 5,6 
6  modello con T max di 37°C 
7  modello con aw min di 0,974 
8  condizioni di aerobiosi fino 
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Nell’area esterna, condizioni incompatibili con la crescita si verificano 
solo nelle ipotesi più sfavorevoli alla crescita, a conclusione della 
salagione, per Escherichia coli O157:H7 e Salmonella spp. 
Nell’area interna le sottofasi incompatibili con la crescita microbica si 
verificano solo per Salmonella spp., nelle condizioni più sfavorevoli 
alla crescita a 7, 14, 28 giorni. 
I valori più ridotti di G, tanto nell’area esterna quanto in quella interna 
si verificano, rispettivamente: 
per Escherichia coli O157:H7 nelle sottofasi di riscaldamento e 
stufatura (G=0,2); per Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e 
Listeria monocytogenes, nelle sottofasi di cagliata, riscaldamento e 
stufatura (G=0,3). 
 
7.3 Stima di distruzione 
Nelle Tabelle n. 8 e n. 9 sono riportati i risultati della stima di 
distruzione dei pericoli microbiologici identificati. 
Le condizioni di regressione si verificano solo per Escherichia coli 
O157:H7 e Salmonella spp. Nel primo caso il valore del parametro D 
è sufficientemente basso da essere considerato realistico in due uniche 
sottofasi: nell’area esterna in condizioni più favorevoli alla distruzione 
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della sottofase “dopo salagione” e nell’area interna in condizioni più 
favorevoli alla distruzione della sottofase “a 60 gg”. 
Nel caso di Salmonella spp., il parametro D indica cinetiche 
regressive, che, nell’area interna riguardano tutte le sottofasi a partire 
da “dopo salagione”, mentre nell’area esterna, riguardano le stesse 
sottofasi solo nelle condizioni più favorevoli alla distruzione, mentre 
nelle condizioni meno favorevoli alla distruzione riguardano solo le 
sottofasi “dopo salagione”, “a 7 gg”, “a 14 gg”, “a 21 gg”, “a 28 gg”, 
“a 60 gg”. 
I valori di D più ridotti risultano quelli stimati per Salmonella spp., 
con un minimo pari a 27,6, registrato in condizioni favorevoli alla 
distruzione, nella sottofase “a 28 gg”. 
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Tabella n. 9 
Stima della distruzione microbica (D) nell’AREA ESTERNA del formaggio 
 
Escherichia coli O157:H7 Staphylococcus aureus 
condizioni meno favorevoli Condizioni più favorevoli condizioni meno favorevoli condizioni più favorevoli 
SOTTOFASI 
DI PRODUZIONE 
D (h) log10 note D (h) log10 note D (h) log10 note D (h) log dist note 
Cagliata ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
riscaldamento ∞ - 1;6 ∞ - 1;6 ∞ - 1;6 ∞ - 1;6 
Stufatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
Salatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
dopo salagione ∞ -  297,9 0,4  ∞ -  ∞ -  
a 7 gg ∞ -  ∞ -  ∞ -  ∞ -  
a 14 gg ∞ - 1 ∞ -  ∞ - 1 ∞ -  
a 21 gg ∞ -  ∞ -  ∞ -  ∞ -  
a 28 gg ∞ -  ∞ -  ∞ -  ∞ -  
a 45 gg ∞ - 1 ∞ -  ∞ - 1 ∞ -  
a 60 gg ∞ n.d.  ∞ n.d.  ∞ n.d.  ∞ n.d.  
 
Salmonella spp. (aerobico) Listeria monocytogenes 
Cagliata ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
riscaldamento ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
Stufatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
Salatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
dopo salagione 41,2 2,9  28,1 4,3  ∞ -  ∞ -  
a 7 gg 46,0 3,6  31,7 5,3  ∞ -  ∞ -  
a 14 gg 50,7 3,3 1 39,2 4,3  ∞ - 1 ∞ -  
a 21 gg 63,4 2,7  44,7 3,8  ∞ -  ∞ -  
a 28 gg 58,8 6,9  53,3 7,7  ∞ -  ∞ -  
a 45 gg ∞ - 1 61,2 5,9  ∞ - 1 ∞ -  
a 60 gg 60,8 n.d.  44,2 n.d.  ∞ n.d.  ∞ n.d.  
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Tabella n. 10 
Stima della distruzione microbica (D) nell’AREA INTERNA del formaggio 
Escherichia coli O157:H7 Staphylococcus aureus 
condizioni meno favorevoli condizioni più favorevoli condizioni meno favorevoli condizioni più favorevoli 
SOTTOFASI  
DI PRODUZIONE 
D (h) log10 Note D (h) log10 note D (h) log10 note D (h) log dist note 
Cagliata ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
riscaldamento ∞ - 1;6 ∞ - 1;6 ∞ - 1;6 ∞ - 1;6 
Stufatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
Salatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
dopo salagione ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
a 7 gg ∞ - 1 ∞ -  ∞ - 1 ∞ -  
a 14 gg ∞ - 1 ∞ -  ∞ - 1 ∞ -  
a 21 gg ∞ - 1 ∞ -  ∞ - 1 ∞ -  
a 28 gg ∞ - 1 ∞ -  ∞ - 1 ∞ -  
a 45 gg ∞ -  ∞ -  ∞ -  ∞ -  
a 60 gg ∞ n.d.  281,3 n.d.  ∞ n.d.  ∞ n.d.  
 
Salmonella spp. (aerobico) Listeria monocytogenes 
Cagliata ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
riscaldamento ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
Stufatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
Salatura ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
dopo salagione 50,7 2,4 1 43,1 2,8 1 ∞ - 1 ∞ - 1 
a 7 gg 50,7 3,3 1 37,7 4,5  ∞ - 1 ∞ -  
a 14 gg 58,8 2,9 1 48,0 3,5  ∞ - 1 ∞ -  
a 21 gg 67,5 2,5 1 39,7 4,2  ∞ - 1 ∞ -  
a 28 gg 43,1 9,5 1 27,6 14,8  ∞ - 1 ∞ -  
a 45 gg 58,8 6,1  39,8 9,0  ∞ -  ∞ -  
a 60 gg 46,7 n.d.  37,3 0,0  ∞ n.d.  ∞ n.d.  
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Capitolo 8 
 
CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI 
 
Il Pecorino del Parco di Migliarino - San Rossore – Massacciuccoli è 
uno dei formaggi tradizionali censiti dalla Regione Toscana. Questo 
pecorino, analogamente a molti altri, utilizza come materia prima il 
latte crudo, senza sottoporlo a preventivo risanamento termico, nei 
confronti della contaminazione microbica, costituita sia da agenti 
alteranti, che da agenti potenzialmente patogeni per l’uomo. Il 
processo produttivo determina la stabilità conservativa alle ordinarie 
temperature ambientali, attraverso modificazioni indotte sul profilo 
fisico-chimico. Quanto avviene nell’ambito della flora microbica 
alterante accade anche in quello della flora microbica patogena; 
benché in questo caso la regressione degli agenti microbici non si 
esprima sul prodotto con fenomenologie altrettanto evidenti. 
Le autorità comunitarie, nel confermare l’attitudine delle produzioni 
tradizionali a realizzare prodotti sicuri e idonei all’alimentazione, 
hanno previsto speciali procedure di semplificazione 
nell’individuazione dei requisiti igienici, abbinati a sistemi di 
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controllo capaci di raggiungere elevati livelli di garanzia di sicurezza, 
compatibilmente alla salvaguardia dei valori qualitativi di tipicità e 
tradizionalità. 
L’applicazione della microbiologia predittiva nella stima delle 
opportunità di crescita (G) e di sopravvivenza (D) di Escherichia coli 
O157:H7, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria 
monocytogenes ha fornito risultati solo parzialmente soddisfacenti. Le 
stime infatti descrivono un profilo di rischio relativamente elevato, 
particolarmente per Escherichia coli O157:H7 e per Listeria 
monocytogenes, benché nella realtà tale rischio non risulta correlabile 
con situazioni epidemiologiche comparabilmente critiche, soprattutto 
per un formaggio pecorino, quale quello oggetto della ricerca, 
sottoposto a 60 giorni di stagionatura. 
L’applicazione dei modelli da noi utilizzati è risultata quindi 
scarsamente utile nel valutare il rischio microbiologico del pecorino 
del Parco Migliarino San Rossore Massaciuccoli. 
L’applicazione della stima predittiva risulta invece utile 
nell’identificare i momenti e i parametri di processo più idonei a 
tenere sotto controllo la sicurezza del prodotto. 
Possiamo quindi concludere con i seguenti punti. 
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1) La stima predittiva è stata estremamente utile nell’identificare le 
fasi critiche di processo, nelle quali potenziare gli strumenti di 
controllo.  
2) Sotto il profilo della valutazione del rischio abbiamo invece 
riscontrato una tendenza alla sovrastima della realtà. Tale 
comportamento è attribuibile alla mancanza nei modelli di 
variabili indipendenti appropriate al substrato di riferimento. In 
particolare ci riferiamo agli effetti indotti dall’antagonismo 
microbico esercitato dalla flora lattica.  
3) Si auspica quindi che sperimentazioni analoghe vengano svolte 
al fine di determinare modelli più comprensivi delle 
modificazioni subite durante il processo produttivo dal 
Pecorino del Parco di Migliarino – San Rossore – 
Massacciuccoli. 
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